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Introduction 


Pierre Valdiguie 


La chimie des urines puis du sang et des humeurs a ete pendant longtemps la 
seule discipline de la « biologie medicale ». L'hematologie, la microbiologie, 
l'immunologie se sont ensuite fortement developpees et se regroupent souvent 
maintenant au cote de la biochimie, dans le cadre moderne de la biologie mole- 
culaire. La biochimie clinique associe la chimie physiologique, la chimie 
semeiologique et la biologie moleculaire. 

Nous decrirons seulement les deux premieres dans cet ouvrage en les asso- 
ciant d'ailleurs dans chaque chapitre pour illustrer au rnieux, apres des rappels 
fondamentaux de physiologie, de physicochimie ou de biochimie metabolique, 
les methodes d'exploration utilisees au «laboratoire d'analyses medicales » et 
les variations observees chez l'individu malade. 

En effet la medecine moderne s'appuie de plus en plus sur les examens para- 
cliniques d'imagerie (radiographie et tomographie traditionnelles, tomodensito- 
graphie informatisee ou « scanner », echographie ultrasonore et imagerie par 
resonance magnetique) et de biologie multidisciplinaire. 

1 Cet ouvrage doit done etre considere comme un livre de semeiologie medi- 
I cale, oil de nombreux paiametres biologiques sont decrits, pour tous lesquels le 
lecteur n'est pas necessairement familiaiise. II peut toutefois servir aussi de 
complement d'approche clinique au lecteur issu d'autres formations que la 
medecine ou la pharmacie. 
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Equilibre hydroelectrolytique 

Pierre Valdiguie 


L'eau represente, de tres loin, le constituant le plus abondant de notre orga- / 

nisme : 55 a 70 % du poids du corps. Elle participe par ses molecules autant que * 

par ses ions OH - et H 4 " a tous les echanges et a de tres nombreuses reactions, ti 

Son metabolisme et son etude ne peuvent etre dissocies de ceux des electrolytes, ^ 

en particulier le sodium (Na) et le chlore (Cl). 


1 / 

I. Rappels physiologiques etphysicochimiques f 

.1. Bilan de l'eau et des substances minerales 

[U. Teneur cles organismes en eau et sels mineraux 
.1.1.1. Teneur en eau 
R ile varie : 

- suivant l'age (nourrisson 75 %, vieillard 60 %), par extension du tissu 
fibreux ; 

- suivant l'adiposite, le tissu adipeux etant tres pauvre en eau ; 

- suivant les tissus, les tissus mous et les muscles en particulier etant, bien 
sur, beaucoup plus riches que le tissu osseux (20 a 25 %) (tableau 1.1). 

1.1.1.2. Teneur en sels mineraux 

I 

La teneur en Na + et Cl" est identique : 0,08 % du poids du corps soit environ 
3 500 a 4 300 mmol pour chacun. 

Le K represente 0,2 %, soit 3600 mmol. 
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Tableau 1 • Teneur en eau de quelques tissus 


Sang total 

79% 

Plasma 

89-90% 

Rein 

79-83 % 

Cerveau 

75-82 % 

Muscle 

73-76 % 

Poumon 

79% 

Foie 

70% 

Squelette 

20-30% 

Tissu adipeux 

15-20 % 


En moyenne l'eau represente 55 a 60 % du poids du corps chez l'adulte. 

7.7.2. Besoins en eau et en sels 

L'apport quotidien d’une certaine quantite d'eau est indispensable a la vie. 
Les besoins sont evalues en fonction de l'elimination qui varie elle-meme en 
fonction des conditions exterieures, ou des conditions pathologiques. 

Le besoin moyen d'eau chez l'adulte est de 2 litres/24 heures, soit 
30 ml/kg environ. 

II est beaucoup plus eleve chez l'enfant : 

- 180 ml/kg pour le nouveau-ne ; 

- 125 ml/kg a 6 mois ; 

- 100 ml/kg a 1 an. 

Les besoins en sels sont de l'ordre de : 

- 4 a 6 g/24 h pour le sodium et les chlorures ; 

- 3 a 4 g/24 h pour le potassium. 

1.1.3. Apports 

1.13.1. Apports d'eau 

fls sont endogenes et exogenes. 

L’apport endogene nait de reactions metaboliques de deshydratation de sub- 
strats divers et surtout des reactions d'oxydation au cours de la respiration cellu- 
laire. Ainsi environ 300 ml d'eau sont fournis. 

L'apport exogene est obligatoire (environ 2 000 ml/24 h) sous forme d'eau de 
boisson (500 a 1 000 ml) et sous forme d'aliments solides (800 a 1 200 ml). 

1.13.2. Apports de sel 

Outre le sel utilise pour la cuisson et l'assaisonnement, l'eau potable apporte : 

- des sels mineraux alcalins (NaCl, KC1) ; 

- des sels alcalinoterreux (bicarbonates de £a et Mg) ; 

- de l'iode sous forme d'iodures. 
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Les vegetaux, les fruits, le lait apportent aussi de nombreux anions et cations. 
En pratique, l'alimentation normale apporte suffisamment de sel (9 a 

15 g/24 h) et il ne serait pas necessaire de saler nos aliments. Cet apport corres¬ 
pond a une charge osmolaire d'environ 800 rnOsm. Certains aliments sont 
• cependant pauvres en NaCl, cornrne le riz, et ils seront utilises dans les regimes 
desodes. 

k. 1.1.4. Etats de I'eau dans I'organisme 
r n faut differencier d'une part : 

- I'eau libre ou eau solvant comprenant I'eau de circulation du sang et des 
humeurs, eau de transport pour les substances du metabolisme, pour les calories, 
I'eau lacunaire des liquides interstitiels, des sereuses qui est une eau de soutien, 
de reserve et d'echange ; 

- I'eau liee ou eau de combinaison, faisant partie integrante du protoplasme 
E encore appelee eau d'« imbibition des gels », analogue a I'eau de cristallisation 

d'un corps cristallisable (CuS04, 5 H 2 0), par exemple. Cette eau resiste a la 
congelation et represente environ 10 % du poids du corps. 

7.7.5. Roles de I'eau 

Ils sont tres nombreux, associant : 

- role mecanique de transport de calories et de substances variees, de protec¬ 
tion dans le cas du LCR ou de l'amnios, de glissement et de lubrification pour la 
plevre, le pericarde ou les articulations ; 

I - role chimique pour les reactions d'hydrolyse, d'hydratation ou d'oxydore- 
duction par ses ions H 1 " ; 

- role physique enfin par ses ions qui participent au maintien de l'equilibre 
acidobasique et par ses molecules (eau solvant). Ainsi, on peut grossierement 
considerer le plasma sanguin cornrne une solution aqueuse glucosee de sels 
mineraux et de proteines. 

1.1.6. Elimination de I'eau et des sels mineraux 

1.1.6.1. Elimination digestive 

Elle est faible (100 a 200 ml/jour) du fait de la reabsorption intestinale, alors 
que pres de 8 1 sont deverses chaque jour dans la lumiere intestinale par les 
diverses secretions. Les laxatifs salins augmentent I'eau fecale par appel osmo- 
tique, les laxatifs huileux s'opposent a la reabsorption en creant un film lipi- 
dique entre la muqueuse et le contenu colique. 


1.1.6.2. Elimination pulmonaire et cutanee 

La perspiration pulmonaire represente I'eau qui sature fair expire. Elle est 
proportionnelle a la ventilation pulmonaire. 
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La perspiration cutanee est l'elimination permanente d'eau par evaporation a 
la surface du corps, independamment de la sueur. 

Le tout constitue la perte insensible d'eau, evaluee a environ 800 ml/jour. 

Ces conditions basales peuvent etre largement perturbees par : 

- la sudation, qui peut entrainer une spoliation importante de sels et d'eau ; 

- la fievre a 38° C, provoquant une perte d’environ 1 200 a 1 400 ml ; 

- la fievre a 40 °C, environ 1 600 ml ; 

- la fievre avec polypnee, 1 800 ml ; 

- la fievre avec sueur et polypnee, 2 000 ml. 

Ces valeurs devront etre prises en consideration lors de la reanimation et de 
l'equilibration des patients. 

1.1.6.3. Elimination urinaire 

R ile est, pour l'eau, de 1 200 a 1 500 ml/24h du fait de la filtration glomeru- 
laire, de la resorbption tubulaire passive, liee a la reabsorption saline, et active 
par l'hormone antidiuretique au niveau du tube distal et du tube collecteur, 
qui constituent le site essentiel du controle de l'elimination de l'eau. 

Quant a l'elimination minerale urinaire, elle est sous la dependance de la cor- 
tico-surrenale et de l'activite de certaines enzymes comme l'anhydrase carbo- 
nique (activite diuretique des inhibiteurs de cette enzyme) qui participe par 
ailleurs a l'equilibre acidobasique (cf. chapitre suivant). 

- Le Na + entierement filtre au niveau du glomerule est reabsorbe obligatoire- 
ment pour 80 a 85 % dans le tube proximal. Cette reabsorption active entraine 
l'absorption passive d'eau et de chlorures, ce qui aboutit a une urine isotonique 
a l'entree de l'anse de Henle. 

Le long de la branche descendante de l'anse, il y a concentration progressive 
de l'urine en face du tissu medullaire hypertonique (gradient osmotique cortico- 
papillaire). Le long de la branche ascendante, il y a au contraire dilution pro¬ 
gressive de l'urine qui est hypotonique a l'entree du tube distal. 

Dans celui-ci, 10 % environ du Na + peuvent encore etre reabsorbes en 
echange avec H 4 ' et K + , sous l'influence de l'aldosterone. Dans le tube collec¬ 
teur enfin, l'ajustement terminal hormonodependant aboutit a des urines hyper- 
ou hypotoniques. 

Finalement la natrurie est eminemment variable, dependant principalement de 
l'apport alimentaire, oscillant done entre 5 et 400 mmol/24 h. 

- Pour le potassium, l'elimination est urinaire et digestive, egalement fonc- 
tion de l'apport exogene. Une ration alimentaire normale apporte 50 a 100 mmol 
/24h de K" 1 ' dont 45 a 90 sont eliminees dans les urines ; les 5 a 10 mmol res¬ 
tates sont retrouvees dans les selles. 

- Au total, l'osmolalite maximale de l'urine ne pourra depasser 
1 200 mOsm/1. 
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Unites employees 

Ce sont essentiellement les millimoles, les milliequivalents, les milliosmoles. 

Millimole (mmol/l ou mM) 

C'est le rapport du poids en mg sur le poids moleculaire. Ainsi une millimole 
represente le millieme de la masse de 6,02 x 10 23 atomes ou molecules. 

L* MUliequivalent (mEq) 

f C'est le rapport en mg x valence sur le poids moleculaire ou atomique. Ainsi 
pour les ions monovalents, comme Na + ou Cl", mmol et mEq sont identiques. 
Pour apprecier les concentrations, le litre est utilise, dans le systeme d'unites 
internationales SI, et les concentrations de Na' 1 " plasmatique seront, par exemple, 
ainsi exprimees : 

p Na+ = 138 mmol/l ou 138 mM ou 138 mEq/1 

Le mEq est en fait une masse definie par la quantite d'electricite qu'elle 
transporte et cette unite ne sera utilisee que pour les electrolytes ou les charges 
+ et - se combineront entre elles, afin que les liquides biologiques soient electri- 
quement neutres. 

i • Milliosmole (mOsm) 

Une osmole est la pression osmotique exercee par une molecule-gramme, 
quelle que soit sa nature chimique, dissoute dans 1 litre d'eau (osmolarite) ou 
dans 1 kilogramme de solvant (osmolalite). La mOsm (10 -3 Osm) est aussi le mil¬ 
lieme de la masse qui, dissoute dans 1 kg de plasma, est capable d'abaisser son 
point de congelation de 1,86 °C. A titre d'exemple, pour obtenir du solute sale 
physiologique a 9 g/1 de NaCl, soit 300 mOsm/1, il faut dissoudre 161,5 mmol de 
NaCl dans 1 litre d'eau et non 150 mmol car le facteur de dissociation theorique 
de 2 devient, a ces concentrations, 1,856. 

Ces notions sont capitales car elles expriment la tonicite des liquides biolo¬ 
giques ou des solutes injectables a usage therapeutique, qui seront iso-, hyper- 
ou hypotoniques. 


1.3. Repartition de l'eau et des sels — Grands compartiments 
liquidiens 

L'eau, ignorant les barrieres cellulaires, est l'objet d'echanges incessants 
entre les cellules et les milieux extracellulaires. L'etat des liquides de l'orga- 
nisme est regi par les regies fondamentales suivantes : 
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- ils sont isotoniques, c'est-a-dire que le rapport eau/electrolytes est 
constant; 

- ils possedent une neutralite electrique, c'est-a-dire autant d'anions que 
de cations. 

1.3.1. Compartiment extracellulaire 

Le compartiment extracellulaire represente 20 % du poids du corps chez 
l'adulte, 40 % chez le nourrisson. D est compose des compartiments plasma- 
tique (5 %) et interstitiel (15 %). 

1.3.1.1. Compartiment plasmatique 

Outre ses 5 % deau, ce compartiment renferme de nombreuses substances 
dissoutes (glucose, uree, creatinine etc.) et des electrolytes, cations et anions. 

► CATIONS PLASMATIQUES 

Le plus important est le sodium Na + (138 a 145 mmol/1 ou mEq/1). II est le 
principal cation extracellulaire et il est le reflet de l'electrolytemie totale, et de 
la pression osmotique efficace du plasma. De plus, la natremie participe a la 
regulation de l'equilibre acidobasique (le Na etant un element alcalin) aux mou- 
vements de l'eau et sa determination en biologie clinique occupe une place fon- 
damentale. 

Le potassium K" 1 " (4,5 a 5 mmol/1 ou mEq/1) est le principal cation intracellu- 
laire, ce qui explique sa concentration basse dans le plasma. 

Le calcium (/a' 1 "" 1 ' est present au taux de 2,3 a 2,5 mmol/1 soit 4,7 a 5 mEq/1. 

Le magnesium Mg ++ enfin, principal cation intracellulaire, represente 1 a 
1,2 mmol/1 soit 2 a 2,5 mEq/1. 

> ANIONS PLASMATIQUES 

Le chlorure CL est le principal anion des liquides extracellulaires. Son taux 
est de 98 a 103 mmol/1 ou mEq/1. En raison de ses affinites avec l'ion sodium, 
leurs metabolismes sont le plus souvent lies. 

Le bicarbonate C0 3 H _ exprime l'ancienne « reserve alcaline ». Sa concentra¬ 
tion normale est de 26 a 28 mmol/1 ou mEq/1. 

Les proteines sont, au pH du plasma, ionisees sous forme de proteinates, 
R-COCL, et peuvent done intervenir cornrne anions. Leur taux est de 65 a 75 g/1 
et peut etre artificiellement converti en mEq/1 grace a un facteur multiplicatif de 
0,243. Une valeur moyenne de 66 g/l correspond done a 16 mEq/1. 

Les acides organiques, issus du metabolisme intermediate, (pyruvate, lactate, 
oxaloacetate, oxoglutarate...) represented environ 6 mEq/1. 

Phosphates et sulfates forment environ 3 mEq/1. 



Equilibre hvdroelectrolvtiaue _7 

L'ensemble des cations (155 mEq/1) et des anions (155 mEq/1) est repre¬ 
sente par le schema classique des colonnes equilibrees ci-dessous : 


Tableau 1.2 • Composition electrolytique du plasma exprimee en mEq/1. 


Na 

143 

Cl 

103 

K 

4,5 

CO,H 

27 


5 

Proteins 

16 

Mg 

2,5 

Acides organiques 

6 



Phosphates 

2 



Sulfates 

1 

Total 

155 

Total 

155 


Le compartiment plasmatique communique avec l'exterieur grace aux 
I echanges digestifs, pulmonaires, renaux et cutanes. 

1.3.1.2. Compartment interstitiel 

I H est en equilibre avec le compartiment plasmatique au travers de la paroi des 
capillaires et avec le compartiment intracellulaire au travers des membranes cel- 
lulaires. 

1 Sa composition est grossierement celle d'un ultrafiltrat plasmatique, c'est-a- 
dire que seules les proteines sont absentes et remplacees par des chlorures. Le 
sodium est discretement diminue (135 mmol/1) en raison de 1'equilibre de Don- 
nan. 

1.3.2. Compartiment intracellulaire 

L'eau intracellulaire compte pour 35 a 40 % du poids du corps et 55 a 60 % 
de l'eau totale de notre organisme. 

Son osmolalite est identique a celle du compartiment extracellulaire mais la 
nature des substances dissoutes est differente. 

Le principal cation est le potassium, libre ou lie aux proteines cellulaires. II 
participe activement a la contraction musculaire, a la transmission de l'influx 
nerveux et, d'une maniere generale a tous les potentiels de membrane. 

Le magnesium vient en deuxieme place pour les cations cellulaires. 

Les anions sont essentiellement des phosphates et des proteinates. 
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(1) Eau totale : environ 60 % du poids du corps 

(2) Compartiment extracellulaire : environ 20 % du poids du corps 

(3) Compartiment plasmatique : environ 5 % du poids du corps 
(2-3) Compartiment interstitiel : environ 15 % du poids du corps 

(4) Compartiment intracellulaire : environ 40 % du poids du corps 

Figure 1.1 • Les grands compartiments liquidiens de l'organisme. 
(a) Tube digestif, b) Peau, c) Poumon, d) Rein. 


A 

1.4. Echanges d'eau et d'electrolytes 

1.4.1. Mecanisme des echanges 

Ils se font par le jeu des phenomenes osmotiques. 

1.4.1.1. Mouvements d'eau 

L'eau diffuse librement a travers la membrane cellulaire et la paroi des capil- 
laires en obeissant aux lois de l'osmose. Les principaux responsables de l'osmo- 
lalite sont le Na et le Cl, les bicarbonates qui, a eux trois, exercent 85 % de la 
pression osmotique totale. 

Dans le lit vasculaire, les proteines du fait de leur taux eleve exercent une pres¬ 
sion osmolaire importante, denommee pression oncotique. Les mucopolyosides 
des espaces interstitiels, plus ou moins polymerises, jouent egalement un role. 

Les mouvements de l'eau sont simples : elle se deplace toujours du milieu 
le moins concentre vers celui qui est le plus concentre, ayant une osmolalite 
superieure qui attire l'eau. 

1.4.1.2. Mouvements et echanges de sels 

Le passage des electrolytes salins au travers de la membrane cellulaire se fait 
soit par diffusion passive, soit par transport actif. 

a) La diffusion obeit aux regies de l'equilibre de Donnan, cree lorsque deux 
solutions differentes sont separees par une membrane permeable. L'equilibre 
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sera atteint lorsque les concentrations en ions diffusibles seront egales de part et 
d'autre de la membrane. 


Debut 



Secteur 1 


Secteur 2 

Na* 

7,5 mEq 

Na* 

7,5 mEq 

RCOO- 

7,5 mEq 

Cl- 

7,5 mEq 

Fin 


Secteur 1 


Secteur 2 

Na* 

10 mEq 

Na* 

5 mEq 

Cl- 

2,5 mEq 

Cl- 

5 mEq 

RCOOr 

7,5 mEq 




Figure 1.2 • Exemple de diffusion selon l'equilibre de Donnan 


b) Le transport membranaire actif affecte essentiellement le sodium qui doit 
etre rejete hors du compartiment intracellulaire par le mecanisme de la pompe a 
sodium (10 a 15 mmol/1 de Na" 1 " contre 70 a 150 mmol/1 de K- 1 -). Ce transfert 
actif consomme de l'energie, luttant contre un gradient de concentration, et 
echange le plus souvent 3 Na" 1 " contre 2 ions K" 1 " et un proton H" 1 ". Ceci explique 
la polarisation membranaire ct Jes relations avec l'equilibre acidobasique, toute 
acidose entrainant une elevation du K" 1 " extracellulaire. 

1.4.2. Regulation des echanges 

La regulation de l'hydratation du compartiment extracellulaire est sous la 
dependance du bilan du sodium, dont les modifications s'accompagneront de 
modifications paralleles du bilan hydrique. 

La Constance de l’osmolalite I'emporte en effet sur celle des volumes. 

La regulation de l'hydratation du compartiment intracellulaire est sous la 
dependance de l'osmolalite des liquides extracellulaires. On comprend des lors 
l'importance du systeme neuro-hormonal complexe, agissant essentiellement 
sur l'elimination de l'eau et du sodium, charge de reguler surtout le bilan sode. 



Biochimie clinique 


10_ 

1.4.2.1. Hormone antidiuretique 

L'hormone antidiuretique, ou ADH, est la vasopressine, secretee au niveau 
des noyaux hypothalamiques, deversee dans le tronc porte hypothalamo-hypo- 
physaire et stockee dans la post-hypophyse. Toute lesion de cet axe se traduira 
par un diabete insipide. Elle controle en effet la reabsorption d'eau au niveau 
des tubes contourne distal et collecteur du nephron, assurant une elimination 
plus ou moins grande d'eau libre par les reins, en reponse a des variations de 
l'osmolalite plasmatique ou du volume circulant. 

1.4.2.2. Regulation de l'excretion renale du sodium 

► FACTEURS HEMODYNAMIQUES — FILTRATION GLOMERULAIRE 

La filtration, et done la reabsorption obligatoire du sodium, dependent evi- 
demment du flux sanguin renal et de la pression de perfusion arterielle renale. 
En particulier doivent etre soulignes le role de la pression dans les capillaires 
peritubulaires vis-a-vis de la reabsorption sodee et celui de la pression dans 1'ar¬ 
teriole afferente du glomerule qui participe a la mise en jeu du systeme renine- 
angiotensine. 

► SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE ET ALDOSTERONE 

C'est le mecanisme essentiel de regulation du bilan sodique qui agit selon 
deux mecanismes : 

- reabsorption tubulaire proximale grace a l'angiotensine qui modifie la 
vasomotricite de l'arteriole afferente du glomerule ; 

- reabsorption tubulaire distale grace a l'aldosterone. Celle-ci est secretee 
par la zone glomerulee du cortex surrenal sous l'influence de facteurs multiples 
parmi lesquels la kaliemie, la natremie, la concentration plasmatique d'ACTH 
et enfin l'angiotensine. Cette derniere est issue de l'hydrolyse d'une proteine 
plasmatique, l'angiotensinogene, par une enzyme proteolytique, la renine, pro¬ 
duce par l'appareil juxtaglomerulaire. 

Parmi tous les facteurs intervenant dans la mise enjeu de la renine, citons : 

- des stimuli: l'hypovolemie, la baisse de pression dans l'arteriole afferente, 
l'elevation du Na’ 1 " dans l'urine tubulaire, absorbe par la macula densa, l'ortho- 
statisme ; 

- une inhibition : l'expansion des volumes extracellulaires. 

>• AUTRES HORMONES 

Les hormones thyroidiennes interviennent faiblement en augmentant l'eli- 
mination d'eau cutanee et urinaire, par stimulation de la filtration glomerulaire 
et diminution de la reabsorption tubulaire. La carence hormonale du myxoedeme 
s'accompagne d'ailleurs d'une infiltration cutanee d'eau et de mucopolyosides. 

Les catecholamines augmentent la pression arterielle, done la filtration glo¬ 
merulaire et done la diurese. 
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Les steroides interviennent surtout par le cortisol exerqant un faible effet de 
retention sodee (necessitant cependant de mettre au regime sans sel les malades 
sous corticotherapie au long cours) et par les oestrogenes qui produisent une 
retention hydrosodee dans la deuxieme partie du cycle, surtout en cas de deficit 
progesteronique (syndrome premenstruel). 


2. Exploration de Vequilibre hydromineral 

2.1. Mesures des volumes hydriques 

2.7.7. Principes generaux 

La determination des divers espaces de diffusion de l'eau peut s'effectuer 
grace aux differences de permeabilite de la paroi cellulaire et de la membrane 
I cellulaire vis-a-vis de composes chimiques injectes par voie veineuse. 

Les uns, retenus dans les vaisseaux car ne franchissant pas la paroi capillaire, 
serviront a mesurer l'eau plasmatique. 

D'autres, traversant la paroi vasculaire mais non la membrane cellulaire, per- 
mettront d'evaluer le compartiment extracellulaire, le compartiment interstitiel 
sera deduit par simple soustraction. 

Certains enfin diffusent a l'interieur des cellules, mais aussi dans tous les 
autres secteurs, et donnent l'espace de diffusion total dont l'espace intracellu- 
laire sera deduit par soustraction. 

2.7.2. Methodes 

2.1.2.1. Eau totale 

On peut utiliser l'uree, l'antipyrine, l'eau lourde ou l'eau tritiee qui diffusent 
dans l'ensemble des secteurs. L'eau totale represente en valeur absolue 40 a 
50 litres. 

En pratique, ces methodes sont trop lourdes ou trop complexes et on appre- 
cie done l'eau totale par la simple pesee (60 a 65 % du poids du corps). 

2. 1.2.2. Secteur extracellulaire 

On s'adresse aux substances ne traversant pas la membrane cellulaire : thiocya¬ 
nate de Na, inuline, mannitol ou 24 Na radioactif. L'eau extracellulaire (20 % du 
poids corporel) represente 12 a 16 litres. En clinique, l'hydratation du compar¬ 
timent extracellulaire s'apprecie par le pli cutane et la tension arterielle. 


2.1.2.3. Eau plasmatique 

On peut utiliser des colorants comme le bleu Evans, le rouge Congo, mais en 

pratique le volume d'eau plasmatique s'apprecie par la mesure de l'hema- 
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tocrite et accessoirement par le taux des proteines ou le nombre des hema- 
ties. Rappelons que l'hematocrite est le rapport du volume globulaire sur le 
volume sanguin total. Sa valeur normale est de 40 a 50 % chez l'homme, de 
35 a 45 % chez la femme. 

On obtient ainsi, pour le volume d'eau plasmatique (souvent confondu avec le 
volume sanguin total), 4,5 a 5 litres. D'autre part, rappelons que dans 1 litre de 
plasma, du fait des proteines et lipoproteines, il n'y a que 930 ml d'eau pure. 


2.12.4. Clairance de Veau libre 

R ile se definit comme la quantite d'eau pure qu'il faudrait soustraire ou ajou- 
ter a l'urine pour que son osmolalite soit egale a celle du plasma. On peut en 
effet considerer que l'urine est la somme d'une diurese osmotique destinee a 
eliminer, de faqon isotonique au plasma, la charge osmolaire quotidienne (envi¬ 
ron 800 mOsm pour une alimentation normalement salee) et d'une diurese 
aqueuse independante des substances dissoutes a eliminer. 

• Elle correspond a la difference entre le debit urinaire V et la clairance 
osmolaire C osm : 


C„ sni = u osm x V/P osm ou 

*osm concentration osmotique du plasma en mOsm/1, 
^osm = concentration osmotique de l'urine en mOsm/1 
V = debit urinaire en ml/min. 


Clairance de 1’eau libre C Hi0 = V - C osm 


U x V 

- y osm 


= V 



p 

osm 


Lorsque les urines sont concentrees, la clairance de l'eau libre est negative, 
alors qu'elle est positive lorsque les urines sont diluees. Ainsi la clairance est 
- 1 pour eliminer les 800 mOsm quotidiens lorsque la diurese est de 1,4 1 ; elle 
est a + 3,6 pour une diurese de 8 1 dans le diabete insipide. 

• La determination au laboratoire des osmolalites plasmatique et urinaire 
permet done un calcul facile de la clairance de l'eau libre. Au lit du malade, 
les osmolalites sont calculees de maniere approchee, utilisant les formules ci- 
apres. 
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(Na + K) 
x 2 mEq/1 


Osmolalite urinaire 

[ Uree urinaire 


' (Na + K) ' 

approchee mOsm/1 

x 16 g/1 


x 2 mEq/l 


Osmolalite plasmatique _ 

Urde plasmatique 

+ 

Glucose 

approchee mOsm/1 

x 16 g/1 


x 5,5 g/1 


2.2. Mesure des electrolytes 

2.2.1. Osmolarite et osmolalite plasmatiques — Cryoscopie 

L'abaissement du point de congelation du plasma (cryoscopie) est proportion- 
nel au nombre total d'ions et de molecules non dissociees. Les resultats normaux, 
exprimes en milliosmoles/litre (de plasma) sont de 300 mOsm/1 (osmolarite). 
Exprimes en mOsm/kg de solvant (l'eau en fait), ils constituent l'osmolalite, pour 
laquelle l'abaissement du point de congelation est de - 0,56 °C. 

L'osmolalite plasmatique approchee est de 297 mOsm/1, en tenant compte de 
l'uree, du glucose, des ions Na 4 ' et K + . Lorsque la natremie x 2 est prise seule en 
consideration, le nombre de mOsm/1 chute a environ 286 (143 x 2). 

2.2.2. Determination separee des electrolytes — lonogramme — Bilan 
electrolytique 

2.2.2.1. lonogramme sanguin 

> CATIONS 

• Sodium 

Dose par photometrie d'emission de flamme ou par potentiometrie a l'aide 
d'electrodes selectives ou encore par colorimetrie, le sodium plasmatique ou 
serique est de 138 a 143 rnEq/1 ou mmol/1. II represente 95 % des cations extra- 
cellulaires. 

• Potassium 

Dose de la meme maniere que le sodium, ses valeurs sont plus basses car 
c'est un cation intracellulaire : 3,5 a 4,5 mEq/1 ou mmol/1. En pratique clinique 
l'ECG peut donner de bons renseignements sur la kaliemie : onde T plate, sous- 
denivellation de ST signent une hypokaliemie alors qu'une onde T pointue avec 
risque de fibrillation ventriculaire est l'apanage des hyperkaliemies. 

Notons aussi que le dosage du K + ne peut se faire que sur plasma ou serum 
non hemolyse, en raison de la richesse potassique des globules rouges. Le garrot 
et le « pompage » musculaire au cours des prelevements risquent aussi d'elever 
le taux de la kaliemie. 
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• Calcium et magnesium plasmatique ne sont pas systematiquement doses. Ils 
reqoivent une valeur moyenne de 7 mEq/1 pour renforcer la colonne des cations. 

► ANIONS 

• Chlorures 

Doses par colorimetrie, par coulometrie ou par potentiometrie, les ions chlo¬ 
rures represented l'anion extracellulaire le plus important : 95 a 105 mEq/1 ou 
mmol/1. 

• Bicarbonates 

Les ions C0 3 H~ sont doses par gazometrie ou manometrie (liberation du C0 2 
par un acide fort), par colorimetrie ou par reaction enzymatique. Leur taux est 

22 a 28 mEq/1 ou mmol/1. 

Ces quatre ions ferment l'ionogramme classique, auquel on adjoint souvent 
les dosages des proteines, de l'uree et de la creatinine. 

• Proteines 

Si le dosage par densimetrie est abandonne, la colorimebie par reaction du 
biuret est tres classique, de meme que la lecture par refractometrie directe. 

Le taux de 65 a 75 g/1 correspond a 15 a 20 mEq/1 dans la colonne des anions. 
Les autres anions plasmatiques ne sont babituellement pas doses. Ce sont les 
acides organiques (6 mEq/1), les phosphates (2 mEq/1), les sulfates (1 mEq/1) qui 
recoivent done, dans l’equilibre anions-cations, une valeur moyenne de 9 mEq/1. 

Ainsi la balance anions-canions peut-elle etre calculee ; physiologiquement 
150 a 155 mEq/1 de cations doivent etre equilibres par le meme nombre 
d’anions. En cas de deficit anionique, on parlera d'un « trou » anionique, le plus 
souvent observe au cours des acidoses metaboliques. 

En pratique courante, le bilan est considere comme equilibre lorsque la 
balance cations-anions ne depasse pas +/- 5 mEq/1. 

• Uree 

Catabolite azote fondamental, son excretion renale l'a rendu pendant des 
decennies indispensable pour apprecier le fonctionnement renal. Son taux nor¬ 
mal est de 3,3 a 6,6 mmol/1 (0,20 a 0,40 g/1). La variabilite de son elimination 
renale en fonction du debit urinaire lui fait desormais preferer le dosage de la 
creatininemie. 

• Creatinine 

Reflet de la filtration glomerulaire, e'est un excellent marqueur de l'etat 
renal. Son dosage est colorimetrique ou enzymatique, donnant comme valeurs 
usuelles 70 a 120 p.mol/1. 
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• Hematocrite 

Representant le rapport du volume globulaire sur le volume sanguin total 
x 100, il est tres souvent realise en meme temps que l'ionogramme car il donne 
des renseignements precieux sur le volume liquidien plasmatique. Les valeurs 
moyennes sont: 

- 50 % chez l'homme ; 

- 45 % chez la femme. 

Le prelevement sanguin devra alors etre fait sur heparinate de lithium. On 
pourra ainsi parler d'hemodilution ou d'hemoconcentration suivant que 
l'hematocrite sera eleve ou abaisse. Les memes donnees peuvent etre fournies 
par le taux des proteines ou par le nombre de globules rouges. 

2.2.22. Bilan electrolytique urinaire 

II ne se conceit que sur des urines de 24 h, dont la qualite pourra s'apprecier 
par le dosage de la creatininurie dont on connait la Constance (0,18 mmol/kg de 
poids chez la femme ; 0,22 mmol/kg chez l'homme). Il ne peut etre interprets 
que couple a l'ionogramme sanguin effectue simultanement et apres avoir 
apprecie la valeur de la fonction renale par la clairance de la creatinine ou la 
creatininemie, 

Ce bilan comprend essentiellement trois examens : uree, sodium, et potas¬ 
sium urinaires. 

> UREE 

La concentration ureique urinaire est une bonne faqon de savoir quel est le 
pouvoir de concentration du rein. Cependant, en dehors de l'insuffisance renale 
ou du calcul d'une ration calorique, son interet reste relativement limite. Les 
valeurs observees sont de 15 a 600 mmol/24 h en fonction de l'importance de 
l'apport proteique alimentaire. 

> SODIUM 

La natriurie est le reflet du bilan de ce cation car, a l'etat normal, le rein est le 
seul organe capable chez l'homme de regler le bilan sodique en adaptant les sor¬ 
ties aux entrees. Les valeurs du Na urinaire (0 a 300 ou 500 mmol/24 h) sont 
done appropriees ou inappropriees. 

Appropriee, la natriurie represente exactement la ration alimentaire sodee, 
diminuee des pertes sudorale et fecale, normalement faibles. Ainsi un sodium 
urinaire eleve, en dehors de toute deshydratation, n'est que la consequence d'un 
regime sale. Un sodium urinaire bas traduit soit un regime peu sale, soit la 
reponse normale du rein a une perte extrarenale de sodium (vomissements, diar- 
rhee ou sudation abondante). 

Inappropriee, la natriurie indique que le rein n'est pas apte a preserver la 
composition et le volume du secteur extracellulaire, comme par exemple au 
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cours d'une hyperhydratation extracellulaire lors d'une insuffisance cardiaque 
globale ou encore chez un patient avec des signes de deshydratation extracellu¬ 
laire et une fuite urinaire sodique persistante. 

► POTASSIUM 

Pour la kaliurie (0 a 150 mmol/24 h), le meme mode de raisonnement est 
valable mais le guide doit etre ici le taux de la kaliemie. 

A kaliemie basse, un potassium urinaire bas est approprie devant une deper¬ 
dition en general digestive, un potassium urinaire eleve atteste, par contre, de 
l'origine tubulaire de la fuite potassique (administration de salidiuretiques ou de 
corticoi'des, hyperaldosteronisme). 

Avec une kaliemie elevee, un potassium eleve est une reponse appropriee a 
une source endogene d'ions K' 1 ", generalement par hypercatabolisme ; un potas¬ 
sium urinaire bas est la marque d'une insuffisance renale, d'une insuffisance 
surrenale ou de l'administration d'un diuretique dit d'« epargne potassique ». 


3. Applications pathologiques. Grands syndromes 
de perturbation de Vequilibre hydromineral 


3.1. Hyperhydratation extracellulaire — (Edemes 

Infiltration et accumulation d'eau dans le tissu cellulaire sous-cutane, parfois 
dans les sereuses et les organes, les oedemes concernent essentiellement le sec- 
teur interstitiel et sont la consequence d'un bilan sode positif. Ils sont tres fre- 
quemment observes et de causes tres variables. 

Sur le plan clinique, le premier signe de l'inflation hydrosodee est une prise 
de poids rapide. Lorsque la variation depasse 3 kg chez l'adulte soit une reten¬ 
tion de 400 mmol de sodium, les oedemes sont facilement visibles. 

Le signe biologique constant est l'existence d'une natriurie basse (au des- 
sous de 20 mmol/24 h) toujours inferieure aux apports. 

3.1.1. Mecanismes etphysiopathologie 

Le mecanisme le plus habituel est la retention de NaCl qui augmente la pres- 
sion osmotique extracellulaire, laquelle attire l'eau. Cette action « hydropigene » 
du sel, est confirmee par l'efficacite usuelle du regime sans sel. Cependant, 
d'autres facteurs physiopathologiques sont parfois associes comme l'abaisse- 
ment de la pression oncotique des proteines du plasma ou une perturbation 
de l'hemodynamique avec augmentation de la pression veineuse. L'intrication 
des mecanismes depend des etiologies (figure 1.3). 
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SYNDROMES NEPHROTIQUES 


i Hypoproteinemie J 


(Chute de la pression oncotique) 


CEDEMES 


(p\ Volume plasmatique ) 


(, Secretion d'aldosterone J 



Lesion glomerutatre 



Retention de Na" 1 " et eau 


Figure 1.3 • Exemples de mecanisme d'apparition des oedemes 

3.1.2. Principales etiologies 

L'insuffisance cardiaque, quelle qu'en soit la cause, entraine une diminution 
du flux renal et done de la filtration avec augmentation de la reabsorption tubu- 
laire sodique par hyperaldosteronisme secondaire. 

Les syndromes nephrotiques s'accompagnent d'une hypoproteinemie liee a la 
fuite glomerulaire des proteines plasmatiques et d'un hyperaldosteronisme 
secondaire lie a la diminution relative du volume plasmatique. 
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Les nephropathies glomerulaires aigues s'accompagnent souvent d'oedemes 
lors d'une glomerulonephrite aigue ou d'une toxemie gravidique. 

Les cirrhoses decompensees oil l'oedeme debute par une ascite associent 
retention hydrosaline, hypertension portale, hypoalbuminemie et compression 
de la veine cave inferieure par l'epanchement peritoneal. 

La denutrition avec carence protidique du kwashiorkor entraine un arret de la 
croissance, un amaigrissement souvent masque par l'oedeme. La retention 
hydrosodee est probablement due a l'hypoproteinemie secondaire a la negativi- 
sation importante de la balance azotee. 

3.2. Syndromes de deshydratation 

En raison de leur extreme frequence aussi bien chez l'adulte ou le vieillard 
que chez le nourrisson (particulierement sensible puisque l'eau totale represente 
chez lui 75 a 80 % du poids du corps, avec un secteur extracellulaire d'environ 
35 a 40 %), ces syndromes sont importants a connaitre, d'autant que les regies 
de reanimation sont maintenant classiques. 

h est habituel de decrire la deshydratation extracellulaire, apres l'hyperhydra- 
tation de ce secteur, puis la deshydratation et l'hyperhydratation cellulaires. En 
fait les desordres sont tres souvent associes et quelques regies generates doivent 
done d'abord etre rappelees. 

L'appreciation de l'etat clinique donne deja de precieux renseignements : 

- tension arterielle basse, pli cutane dans la deshydratation extracellulaire ; 

- sensation de soif, temperature elevee, langue seche ou « rotie », troubles 
neuropsychiques eventuellement dans la deshydratation intracellulaire. 

Au plan physiopathologique, les perturbations initiales se font toujours 
dans le secteur extracellulaire et les modifications du milieu intracellulaire 
sont done toujours secondaires. 

Les variations du volume extracellulaire sont directement liees aux varia¬ 
tions du contenu en sodium de 1'organisme. 

La deshydratation extracellulaire n'est jamais liee a un defaut d'apport 
isole de sodium, quand le fonctionnement du rein est normal ; elle est done 
toujours secondaire a une fuite extrarenale de sodium. 

3.2.1. Deshydratation extracellulaire 

C'est la diminution du volume du compartiment extracellulaire sans modifi¬ 
cation du volume du compartiment cellulaire lorsqu'elle est isolee (ce qui 
implique une pression osmotique des liquides extracellulaires sans change- 
ment), ou avec hyperhydratation cellulaire associee (lorsque les liquides extra- 
cellulaires deviennent hypotoniques). 

- Les signes biologiques plasmatiques sont lies a l'hemoconcentration : 
hematocrite augmente, proteines totales elevees, uree et creatinine augmentees 
par insuffisance renale fonctionnelle, 
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S> Va sodium est generalement normal car Vhyponatremie est masquee par 
I'hemoconcentration. 


EC 

1C 

310 

310 

mmol/1 

immol/l 


Perte isotonique 


\ 

* 


310 

310 


DESHYDRATATION EXTRACELLULAIRE PURE 


Perte hypertonique 



EC 

1C 

310 

310 

mmol/l 

mmol/l 


DESHYDRATATION EXTRACELLULAIRE AVEC HYPERHYDRATATION INTRACELLULAIRE 
Figure 1.4 • Exemples de mecanisme de deshydratation extracellulaire. 


• Les causes sont celles de toute perte saline : 

- renales (Na urinaire > 30 mmol/24 h) lors de l'insuffisance surrenale, de 
l'insuffisance renale chronique des nephrites interstitielles, de diureses anor- 
males par effet osmotique (diabete, perfusion de mannitol) ou par diuretiques ; 

- extrarenales (Na urinaire < 10 mmol/24 h) lors de perte s digestives 
(vomissements, diarrhees, fistules, aspiration gastroduodenale) ou de pertes 
cutanees (hypersudation, brulures, mucoviscidose). 

• Les mecanismes et la presence ou l'absence d'hyperhydratation cellulaire 
associee sont expliques par la nature de la perte. 

• La therapeutique sera adaptee au type de syndrome en cause : 

- serum sale isotonique (9 g/1 de NaCl = 3,5 g de Na' 1 ' =152 mmol pour 11) 
pour la deshydratation extracellulaire pure ; 







- serum sale hypertonique (a 10 %, 10 ml = l(g de NaCl =17 mmol) dans le 
cas d'un syndrome de deshydratation hypotonique oil l'hyperhydratation cellu- 
laire existe. 

3.2.2. Deshydratation intracellulaire 

C'est la diminution de volume du compartiment intracellulaire, due a un 
mouvement d'eau vers le compartiment extracellulaire, du fait d'une augmenta¬ 
tion de la pression osmotique de celui-ci. Le mecanisme est la perte d'eau > 
perte saline ou perte hypotonique. 

• Le signe biologique fondamental est l'hypernatremie, temoin de l'hyper- 
osmolalite plasmatique. La composition osmolaire et ionique des urines est 
variable et depend des secretions d'ADH et d'aldosterone, elles-memes fonction 
de la cause du trouble. 


EC 

1C 

310 

310 

mmol/l 

mmol/l 


Perte hypotonique 



DESHYDRATATION INTRACELLULAIRE 


Figure 1.5 • Exemples de mecanisme physiopathologique d'une deshydratation intra¬ 
cellulaire. 


• Les etiologies principales sont l'apport insuffisant d'eau (naufrages, sujets 
perdus en zone desertique, sujets comateux), le diabete insipide, les diureses 
osmotiques. 

La deshydratation cellulaire s'accompagne souvent d'une deshydratation asso- 
ciee du secteur extracellulaire donnant alors une deshydratation globale. L'ori- 
gine en est une perte associee d'eau et de sodium, la perte d'eau predominant. 
Les signes propres de la deshydratation de chaque secteur sont alors associes 
avec, sur le plan biologique, une hypematremie de deshydratation intracellulaire 
et un hematocrite eleve, des proteines totales augmentees temoignant de l'hemo- 
concentration due a la perte extracellulaire. 

• Le traitement repose sur l'apport d'eau, soit par voie buccale, soit par voie 
intraveineuse grace a l'utilisation de solutes glucoses isotoniques qui, apres meta- 
bolisation du glucose, laissent leur eau diluer le compartiment extracellulaire. 
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A titre d'exemple, la quantite d'eau a apporter a un sujet de 70 kg presentant a 
l'ionogramme Na' 1 ': 160 mmol/1 et K" 1 " : 5 mmol/1 soit (+ 7) 172 mEq/1 de cations 
et done 344 mEq/1 d'ions soit un exces ionique de 344 - 310 = 34 mEq/1, sera 
donnee par le calcul suivant : 

Nombre de ml d'eau a apporter = 1 000 x 442/310 # 1 500 ml 
ou 442 est l'exces total de mEq chez cet individu ou le secteur extracellulaire est 
normalement d'environ 13 1 soit 13 x 34 = 442, qui doivent etre dilues pour 
obtenir l'isotonie a 310 mEq/1. 


4. Approche technologique — Principales methodes 
de dosage 

Nous decrirons dans ce chapitre les principales methodes de dosage des 
constituants suivants: 

- sodium ; 

- potassium ; 

- chlorure ; 

- bicarbonate ; 

- hematocrite. 

Les nombreux autres constituants mentionnes dans ce chapitre (proteines, cal¬ 
cium, uree, creatinine...) seront decrits plus tard a l'occasion de leur developpe- 
ment propre. 

4.1. Cations plasmatiques — sodium et potassium 

Ces cations peuvent etre doses par quatre techniques differentes : photometrie 
d'emission de flamme, electrometrie par electrodes selectives, colorimetrie et 
methode enzymatique. 

i 

4. 1.1. Photometrie de flamme 

4.1.1.1. Principe 

• La flamme est utilisee pour convertir l'element a doser a l'etat de vapeur ato- 
rnique ou les atomes subiront des transformations reversibles entre un etat de 
base et un etat excite : un electron passe sur une orbitale plus externe a niveau 
d'energie plus eleve et restitue ensuite cette energie sous forme de photons en 
revenant a son niveau initial. Les photons ends ont des frequences caracteris- 
tiques de l'element, qui constituent le spectre d'emission de cet element (les 
metaux alcalins — lithium, sodium ou potassium n'ont en effet qu'un electron 
sur la couche peripherique). 
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4.1.1.2. Appareillage 

Quel que soit le fabricant, l'appareillage comporte toujours quatre elements 
principaux. 

► NEBUUSEUR 

II permet d'envoyer dans la flamme la solution serique ou urinaire ou tout 
autre liquide biologique, sous forme d'un aerosol de fines gouttelettes homo¬ 
genes. 

► BRULEUR 

Associe etroitement au nebulisateur, il utilise habituellement le butane ou le 
propane qui donnent une flamme proche de 2 000°C. 

► ANALYSEUR OPTIQUE 

Les photons emis ont une frequence caracteristique du metal vaporise. 

Chaque metal emet plusieurs raies et on choisit la plus caracteristique et la plus 
intense : 

Na : 589 nm (raiejaune du sodium) 

K: 767 nm 
Li: 671 nm. 

Un selecteur de longueur d'onde, a prisme, a reseau ou generalement a 
fibres, est indispensable. 


Filtres interferentiels 



Figure 1.6 • Schema de principe d'un photometre de flamme. 
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Les voies optiques sont au nombre de deux : 

- l'une possede un filtre a 671 nm (Li) et sert de reference (etalon interne) en 
effet l'echantillon est toujours dilue dans une solution d'etalon interne, ce qui 
permet de tenir compte des variations de debit des gaz, de l'echantillon, de la 
temperature de la flamme. Certains appareils utilisent le cesium comme etalon 
interne et permettent ainsi de doser le lithium serique au cours des traitements 
lithies en psychiatrie ; 

- l'autre voie est double et reqoit au travers des filtres correspondants les 
signaux du sodium et du potassium. 

► DISPOSITIF DE MESURE 

II comprend les cellules photoelectriques, les phototubes d'amplification, le 
dispositif de conversion du signal electrique en affichage numerique exprime en 
mmol/1 avec deduction automatique du signal de l'etalon interne. 

► DISPOSITIFS OPTIONNELS 

Ils ameliorent grandement la praticabilite de l'appareillage : diluteur automa¬ 
tique, passeur d'echantillons, imprimante, connexion a un systeme informa- 
tique. 

4.1.2. Potentiometrie — Electrodes selectives 

Depuis plus d’une decennie la mesure electrometrique des cations alcalins du 
sang est devenue habituelle. Ce developpement est du a la commercialisation de 
petits analyseurs adaptes a l'urgence et aux courtes series dont l'automatisme 
rend l'emploi facile et attrayant. 

► TRAITEMENT DE L’ECHANTILLON 

La mesure du sodium et du potassium par electrode selective peut s'effectuer 
de deux lacons : 

- soit sur des echantillons non dilues, ce qui donne acces a l'activite de l'ion 
telle qu'elle existe dans le plasma et permet l'utilisation de sang total. On parle 

de potentiometrie directe; 

- soit sur des echantillons dilues oil l'activite de l'ion est tres differente de 
celle du specimen originel. On parle alors de potentiometrie indirecte, abus de 
langage car la potentiometrie elle-meme reste bien sur toujours directe. 

► TRAITEMENT DES DOSAGES — MODULE DE MESURE 

Les electrodes fonctionnent comme des piles de concentration et mesurent 
une difference de potentiel de part et d'autre d'une membrane selective, ddp qui 
est reliee a l'activite de l'ion. Pour la mesure, on a recours a un module compor- 
tant, outre l'electrode de mesure, une electrode de reference caracterisee par la 
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stabilite de son potentiel propre. Les electrodes de reference sont le plus souvent 
des electrodes au chlorure d'argent ou au calomel. 

Les electrodes de sodium sont des electrodes de verre (verres speciaux a 
l'oxyde de lithium et d'aluminium jouant le role de membrane). On obtient sur 
la membrane des « sites anioniques » tels que seul (ou presque) l'ion sodium va 
pouvoir penetrer et generer un potentiel de membrane qui est proportionnel a la 
difference de concentration en ions Na 4 ' des deux cotes de la membrane. 

Toute la technologie des appareils electrometriques vise a determiner cette 
difference de potentiel qui est tres faible. 

Les electrodes de potassium sont toutes basees sur l'emploi de valinomycine 
incorporee, soit dans du PVC, soit dans une gomme de silicone. La valinomy¬ 
cine est un peptide cyclique solide, d'origine bacterienne, capable de « seques- 
trer » les ions K' 1 " et de former avec eux un complexe stable. 

> TRAITEMENT DES MESURES — RELATION ENTRE ACTTVITE ET CONCENTRATION 

Les electrodes selectives repondent a l'activite des ions. La relation entre 
l'activite mesuree par l'electrode selective sur echantillon non dilue et la 
concentration de l'ion considere peut etre exprimee sous forme mathematique. 
En fait il suffira de comparer les differences de potentiel obtenues aux 
bomes du systeme, d'une part avec un etalon et d'autre part avec l'echan- 
tillon inconnu. 

Seule la potentiometrie directe, avec echantillon non dilue, donne acces a la 
valeur vraie de l'ion mesure. Si l'on utilise la potentiometrie indirecte (dilution 
au 1720 e en general) ou la photometrie de flamme (dilution au 17200 e ), les resul- 
tats devront etre corriges en fonction de l'eau plasmatique vraie. Celle-ci repre¬ 
sente 93 % du volume plasmatique, les 7 % restant sont dus aux proteines et 
lipoproteines. En presence d'hyperlipoproteinemies, en particulier a triglyce¬ 
rides ou d'hyperproteinemies, le pourcentage d'eau plasmatique est modifie et 
la correction pourra etre apportee par la formule de Waugh : 

Eau plasmatique = 99,1 - 0,073 (P) - 0,103 (L) 

ou (P) represente le taux de la proteinemie en g/1 et (L) le taux de la lipidemie, 
apprecie par la somme cholesterol + triglycerides en g/1. 

> CONDUITE A TENIR PRATIQUE 

Chez le sujet normal, les concentrations obtenues par potentiometrie directe 
sont superieures d'environ 7 % par rapport a celles obtenues par potentiometrie 
indirecte ou par photometrie de flamme. 

Or, ce sont ces dernieres que les cliniciens ont l'habitude d'utiliser. Cela pose 
done un probleme pratique dans la mesure ou la difference est trap importante 
pour etre ignoree et qu'une adaptation des connaissances et des habitudes des 
utilisateurs cliniciens a l'usage courant de l'expression en concentration par litre 
d'eau plasmatique vraie, n'est pas realisable a court terme. 
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Des lors, ce sont les resultats de la potentiometrie directe qui sont systemati- 
quement minores d'environ 7 % pour les correler a ceux de la photometrie de 
flamme ou de la potentiometrie indirecte. 

Dans le cas des appareils a potentiometrie indirecte (environ la moitie des 
analyseurs multiparametriques de biochimie), il faudra corriger les fausses 
hyponatremies des hyperlipidemies et des hyperprotidemies en calculant la 
valeur vraie de l'eau plasmatique selon la formule ci-dessus. 

4.1.3. Techniques calorimetriques 

Elies sont d'introduction recente et basees sur la complexation tres selective 
des ions par des chromo-ionophores macrocycliques avec, par exemple, echange 
quantitatif entre le lithium deja present et le sodium integre a sa place dans 
l'ionophore. L'echange s'accompagne d'une variation de l'absorbance a 500 nm 
proportionnelle a la concentration du sodium present. 

4.1.4. Techniques enzymatiques 

Egalement d'introduction recente, elles sont encore peu utilisees. 

4.1.5. Repartition des methodes de dosage en France 

A l'occasion des operations de controle de qualite national obligatoire on 
peut connaitre le pourcentage des diverses techniques utilisees par les quelques 
4 000 laboratoires franqais. 

Pour les dosages de sodium et potassium les photometres de flamme et les 
appareils a electrodes selectives etaient en 1999 repartis de la maniere suivante : 

- photometrie de flamme : 25,2 % ; 

- potentiometrie directe : 39,3 % 

- potentiometrie indirecte : 29,2 %. 


4.2. Dosage de 1'anion chlorure 

4.2.1. Methodologies 

Principal anion plasmatique, l'ion chlorure est tres communement dose par 
des methodes chimiques et par des methodes physicochimiques. 

4.2.1.1. Techniques chimiques 

E lles utilisent des sels de mercure qui, en presence d'indicateurs appropries, 
donnent apres combinaison avec les ions Cl" une reaction coloree permettant un 
dosage colorimetrique. 
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► METHODE DE SCHALES 

Une solution de diphenylcarbazone, virant du jaune au violace, permet un 
dosage colorimetrique donnant des resultats precis. 

► METHODE DE ZALL 

Mise au point pour les appareils automatiques, cette technique utilise le thio¬ 
cyanate de mercure avec lequel les chlorures reagissent pour donner, selon la 
reaction suivante, des ions sulfocyanures : 

Cl- + Hg (SCN) 2 -> Hg CL, + 2 SCN- 

qui reagiront a leur tour avec du nitrate ferrique produisant du sulfocyanure 

ferrique.colore en rouge-brun. 

'—' 

► METHODE AU TPTZ (TRIPYRIDYL-TRIAZINE) 

Elle utilise du nitrate mercurique et du sulfate ferreux qui donnent une colora¬ 
tion bleue lue a 595 nm avec le colorant TPTZ. 

Ces methodes sont tres precises mais polluantes, des dechets de chlorure mer¬ 
curique etant deverses a l'evier. 

4.2.1.2. Techniques physicochimiques 

► TECHNIQUE COULOMETRIQUE 

Par passage du courant entre deux electrodes en argent, il se forme des ions 
Ag" 1 ' qui se combinent aux ions Cl" de la solution et produisent un precipite de 
chlorure d'argent. 

Quand tous les ions Cl~ sont precipites, et que des ions Ag 4 " apparaissent en 
exces, la conductibilite de la solution augmente alors brusquement, indiquant la 
fin de la reaction. 

La prise d'essai est de l'ordre de 20 u,l de plasma ou de serum ; la determina¬ 
tion est tres precise sous agitation constante. 

Des chloridometres electroniques ont ete realises selon ce principe. 

► TECHNIQUE ELECTROMETRIQUE PAR ELECTRODE SELECTIVE 

L'electrode est constitute par une membrane compacte de chlorure d'argent. 
Les autres halogenures (Br“, I~, L") interferent sur le dosage. 

Cette electrode equipe un assez grand nombre d'automates. 
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Conductibilite 



Figure 1.7 • Principe d'un coulometre. 

4.2.2. Repartition des techniques 

En 1999. sur 3 500 laboratoires la repartition etait la suivante : 

- methodes chimiques (colorimetrie et mercurimetrie) : 27,6 % ; 

- methode coulometrique, 7,2 % ; 

- methode potentiometrique directe : 32 % ; 

- methode potentiometrique indirecte : 23,3 %. 


4.3. Dosage de 1'anion bicarbonate 

Sous cette denomination, on mesure, en pratique courante, le C0 2 plasma- 
tique. En effet, stricto sensu, les bicarbonates HCOr correspondent a la diffe¬ 
rence entre le C0 2 total et le C0 2 dissous, le C0 2 lie aux proteines sous forme 
carbaminee etant en effet mineur. 

4.3.1. Methodes de dosage 

4.3.1.1. Techniques volumetriques 

Eli es consistent a liberer l'anhydride carbonique a partir des bicarbonates 
grace a un reactif acide. L'etalonnage est realise a partir de solutions de bicarbo¬ 
nate. 

Le systeme « seringue Harleco », conqu sur ce principe, est encore repandu. 

4.3.1.2. Techniques enzymatiques 

Elies reposent sur la carboxylation enzymatique du phosphoenoipyruvate a 
partir des bicarbonates a doser dans le plasma : 

HC03 - + Phosphoenoipyruvate — 1 —> oxaloacetate+phosphate 
Oxaloacetate + NADH+ H + — 2 -> malate + NAD- 1 - 

1 = Phosphoenoipyruvate-carboxykinase 

2 = Malate deshydrogenase. 
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La diminution d'absorbance a 340 nm est done proportionnelle au taux de 
bicarbonate. La methode est adaptee sur de nombreux appareils automatiques. 

4.3.1.3. Techniques electrometriques 

Elies mettent en oeuvre soit une electrode specifique repondant selectivement 
aux ions bicarbonates, soit une electrode de pH, le C0 2 diffusant a travers une 
membrane et modifiant le pH d'une solution alcaline, ce qui permet une mesure 
differentielle. 



Electrode 
de reference 


Solution 
de bicarbonate 
de sodium 


Electrode 
de verre 


Membrane de silicones 
permeable a C0 2 


Nylon destine a supporter un 
film de bicarbonate directement 
au contact du gaz 


Figure 1.8 • Schema d'une electrode de pC0 2 . 


4.3.1.4. Techniques catharometriques 

Leur principe consiste a mesurer la variation de resistance necessaire au reta- 
blissement de l'equilibre thermique dans une cellule chauffee par une resistance 
lors du passage du flux de CO-, degage a partir de l'echantillon par de l'acide 
lactique. 


4.3.1.5. Autres techniques 

Ce sont des techniques colorimetriques, soit apres cinetique enzymatique, soit 
apres virage d'un indicateur colore (rouge de cresol ou phenolphtaleine). 


4.3.2. Repartition des techniques 

Au cours de l'echange interlaboratoire de 1998 ou 3 150 reponses furent trai- 
tees, on observe les repartitions suivantes : 

- volume trie : 6,2 % ; 

- technique enzymatique UV : 54,2 % ; 
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- electrometrie : 16,3 % ; 

- catharometrie : 4,6 % ; 

- reflectometrie : 12,1 %. 


-4.4. Determination de l'hematocrite 

Rappelons que l'hematocrite est le rapport du volume globulaire sur le 
volume sanguin total x 100. 

En pratique, ces volumes sont simplement apprecies en mesurant la hauteur 
du culot globulaire et la hauteur totale du sang incoagulable place dans un tube 
sounds a centrifugation. 

I L'agent anticoagulant est le plus souvent l'heparine sous forme d'heparinate 
de lithium lorsque le prelevement est utilise aussi pour le dosage de l'iono- 
gramme et done du sodium. 



Figure 1.9 • Principe de determination de l'hematocrite sanguin. 


La centrifugation est conduite : 

- soit dans un tube capillaire (microhematocrite) ; 

- soit dans le tube originel du prelevement (macrohematocrite). 

La lecture des hauteurs dans chaque tube est soit manuelle, soit semi-automa- 
tique a l'aide de regies pregraduees. 

L’hematocrite peut aussi etre obtenu par calcul a partir du produit VGM x 
nombre de globules rouges fourni automatiquement par les automates d'hemati- 
metrie, quelles que soient les techniques employees pour mesurer ces deux valeurs. 

Les valeurs observees sont de 45 a 50 % chez l'homme, de 40 a 45 % 
chez la femme. 
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Equilibre acidobasique 


Marie-Laure Solera, Michel Lagente 


Chez l'homme le pH des cellules et des liquides physiologiques de l'orga- 
nisme ne doit varier que dans des limites etroites. Seules de faibles variations 
sont compatibles avec la vie. 

L’organisme humain est confronts regulierement a un afflux d’acides prove- 
nant de l'alimentation, surtout si celle-ci est camee, et de la respiration cellu- 
laire. La regulation peut etre prise en defaut si l'organisme est inonde de residus 
acides comme cela peut se voir par exemple dans un diabete ou un traumatisme 
grave. La tendance permanente a l'acidose explique que l'organisme lutte plus 
efficacement contre les baisses de pH que contre l'alcalose. 

Les moyens de lutte comprennent: 

- un moyen quasi instantane, automatique, mais assez vite deborde : les 

systemes tampons, 

- la mise en jeu d'un couple d’organes plus lents a reagir mais particu- 
lierement puissants : les poumons et les reins. 


1 1. Rappels physicochimiques 

i 1.1. pH 

Le pH exprime l'acidite ou l'alcalinite d'un milieu. II est egal au logarithme 
decimal de l'inverse de la concentration en ions H" 1 '. 
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Valeurs physiologiques = 7,36 - 7,42 

Variations maximales compatibles avec la vie = 6,90 - 7,70 


12 . Systemes tampons et equation d'Henderson-Hasselbalch 

Ce sont des melanges de substances en equilibre chimique s'opposant aux 
variations de pH avec une efficacite d'autant plus grande que leurs concentra¬ 
tions sont plus elevees. 

Ces systemes assurent dans l'organisme une regulation rapide et automatique. 

Un systeme tampon comprend generalement : 

- un acide faible et son sel de base forte 

- une base faible et son sel d'acide fort. 

La reaction d'equilibre s'ecrit avec K cornme constante d'equilibre : 

acide < ^ > base” + H + H + = ^(acide) 

(base") 

Le pouvoir tampon est maximum si pH = pK (pK = log 1/K) c'est-a-dire s'il 
y a equilibre des 2 composantes du tampon. 

Le tampon quantitativement le plus important dans l'organisme est le systeme 
bicarbonate de sodium (NaHC0 3 ), acide carbonique (H 2 C0 3 ). 

Ce dernier est forme par C0 2 et H 2 0 sous l'influence d'une enzyme, 
l'anhydrase carbonique, et lors de sa dissociation, conduit a l'equilibre : 

anhydrase carbonique K 

H 2 0 + C0 2 <-> H 2 C0 3 <-> H + + HC0 3 - (1) 

Si l'organisme est soumis a un acide fort, RH (R"H + ) la partie alcaline du 
tampon va intervenir 

HC0 3 - Na+ + H+ R-> H 2 C0 3 + RNa-> H 2 0 + C0 2 

un acide fort a ete transforme en un acide faible (C0 2 ) qui sera elimine par les 
poumons. 

Si l'organisme est soumis a une base forte, ROH (R + OH _ ) la partie acide du 
tampon va reagir 


H 2 C0 3 + R + OH"-» R + HC0 3 - + H 2 0 

une base forte a ete transformee en une base faible (R + HC0 3 _ ) qui sera eliminee 
par les reins. 

Si nous appliquons la loi d'action de masse a la reaction (1) on peut ecrire : 
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(H + ) (HCQ 3 ~) (H 2 C0 3 ) 11 (HCO 3 -) 

(H 2 C0 3 ) ’ (HCO 3 -) (H + ) K (H,C0 3 ) 


log aF) =log T + log 


(HCO3-) 

(H,C0 3 ) 


d'oil: pH = pK + log 


(HCO 3 -) 

(H 2 C0 3 ) 


dans lequel pK est egal ii 6,1. 


Or la concentration d'acide carbonique est proportionnelle a la concentration 
du C0 2 dissous avec un facteur de proportionnalite tres faible que Ton peut 
integrer dans la constante pK et qui ne change pratiquement pas celle-ci. On 
peut done remplacer dans l'equation precedente le terme (H 2 C0 3 ) par la 
concentration de C0 2 dissous. La loi de Henry (la quantite de gaz dissous dans 
un liquide est proportionnelle a la pression partielle du gaz a temperature 
constante) nous permet d'ecrire que : 


(H 2 C0 3 ) = a pC0 2 ou a est la constante de solubilite 

Ceci nous conduit a l'equation d'Henderson Hasselbaich, fondamentale pour 
l'etude de l'equilibre acidobasique, dans laquelle on remarque que la partie 
.acide est representee par le C0 2 et la partie alcaline par les bicarbonates : 


p h=«, i+log a[)t0j 

Equation d'Henderson Hasselbaich 


1.3. Formes de transport du C0 2 sanguin 

1.3.1. CO 2 dissous 

Une tres faible quantite du C0 2 sanguin (5 %) est sous forme de C0 2 dissous 
dont la quantite est fonction de la pC0 2 , par l'intermediaire de la constante de 
solubilite a. Une infime partie de ce C0 2 dissous est sous la forme d'acide car¬ 
bonique par association a une molecule d'eau et est done compris dans le C0 2 
dissous. 


C0 2 + h 2 o —> h 2 co 3 

En pratique on determine la quantite de C0 2 dissous par la mesure de la 
pC0 2 . 
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1.3.2. CO 2 a I'etat de carbamate 

5 % du C0 2 sanguin peuvent se trouver sous forme de carbamate par cornbi- 
naison aux proteines plasmatiques ou a l'hemoglobine globulaire. 

R - NH 2 + C0 2 -> R - NH - COOH 

1.3.3. CO 2 a I'etat de carbonate acide (appele encore bicarbonate) 

90 % du C0 2 sanguin se trouvent sous forme de bicarbonates de sodium ou 
de potassium (HC0 3 _ Na + et HC0 3 _ K + ), la majorite etant situee dans le plasma. 
Ces carbonates acides sont synthetises dans le globule rouge sous l'influence de 
l'anhydrase carbonique et migrent ensuite dans le plasma. 

Le C0 2 total plasmatique correspondra done a : 

C0 2 total = HC0 3 ~ plasmatique + C0 2 dissous (comprenant H 2 C0 3 ) + C0 2 
sous forme carbaminee. 


2 . Regulation de I'equilibre acidobasique 

R ile fait intervenir successivement deux mecanismes : 

- le premier correspond a la mise en jeu des systemes tampons. Ces equi- 
libres chimiques sont d'action quasi instantanee mais sont limites par les 
concentrations de leurs divers composants. 

- Le relai est pris par l'intervention des moyens physiologiques que sont les 
poumons d'abord et les reins ensuite. Cette regulation est plus longue a se 
mettre en oeuvre mais est d'une plus grande efficacite et pourra permettre la res- 
tauration complete du pH. 

Cependant dans un certain nombre de cas, ces systemes seront debordes et le 
pH pourra sortir des valeurs de reference. 

2.1. Systemes tampons 

Les systemes tampons de 1'organisme les rnieux etudies sont ceux du sang et 
sont detailles dans le tableau 2.1 avec leur pourcentage par rapport aux tampons 
sanguins totaux et leur pK. Le milieu intracellulaire par sa teneur en proteines et 
l'os par sa richesse en groupements phosphates jouent vraisemblablement un 
role important cependant encore mal connu. 
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Tableau 2.1 • Systemes tampons sanguins. 


Tampons 

pK 

% Plasma 

% Globules 

% total 

hco 3 -/h 2 co 2 

6,1 

33 

10 

43 

Hemoglobine/Hemoglobinate 

7,83 




Oxyhemoglobine/Oxihemoglobinate 

6,60 


36 

36 

Proteines/proteinates 

variable 

12 


12 

H-JTV/IIPOj 2 - 

6,8 

2 

7 

9 


2.7.7. Systemes tampons plasmatiques 

£ u-i■ Systeme acide carbonique-bicarbonates 

C'est quantitativement le plus important des systemes tampons plasmatiques. 
II represente 25 a 30 mmol/1. Ce systeme est surtout puissant pour lutter contre 
l'acidose puisque le rapport bicarbonates/acide carbonique est de l'ordre de 20. 
En presence d'un acide RH nous aurons la reaction : 

R-H+ + Na + HC0 3 --> H 2 C0 3 + RNa-> C0 2 + H 2 0 + RNa 

M.7.2. Systeme proteines-proteinates 

II a une action surtout conrme moyen de lutte contre l'acidose. Le pouvoir 
tampon des proteines est du a leurs differents groupenrents constitutifs. Les resi- 
dus d'acides amines basiques conrme l'arginine, l'omithine, la citrulline, la 
lysine, l'histidine pernrettent de lutter contre l'acidose en fixant un proton. Au 
contraire les residus d'acide aspartique ou d'acide glutanrique pernrettent de lut¬ 
ter contre l'alcalose en liberant un proton. Les proteines plasmatiques represen- 
tant environ 70 g/1, leur role dans cet equilibre acidobasique n'est pas negli- 
geable. 

2.1.13. Systeme tampon phosphate 

La concentration plasmatique des phosphates inorganiques (Pi) est de l'ordre 
de 1 mmol/1. C'est dire que ces molecules jouent un role plasmatique nrineur 
parmi les systemes tampons. 85 % des Pi sont, au pH du sang, sous forme de 
phosphates mono acides disodiques (P0 4 H = Na 2 + ) ce qui leur pernret de fixer un 
proton pour donner des phosphates diacides nronosodiques (P0 4 H 2 ~Na + ). Les 
15 % de phosphates diacides peuvent au contraire ceder un proton pour lutter 
contre une alcalose. La reaction globale s'ecrit : 


P0 4 H=Na 2 + + H + <- 


-> P0 4 H 2 -Na + + Na + 
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2.1.2. Systemes tampons globulaires 

Les systemes des bicarbonates et des phosphates jouent un role non negli- 
geable a l'interieur des globules rouges. 

Les systemes tampons lies a l'hemoglobine sont cependant beaucoup plus 
importants si l'on se souvient que la quantite d'hemoglobine est de l'ordre de 
150 g par litre de sang. Ils interviennent de deux manieres differentes : 

- grace au pouvoir de fixation du gaz carbonique sur l'hemoglobine avec 
formation de derives carbamines. 

HbNH2 + CO;, -> HbNHCOO- + H+ 

- grace a la reactivite du groupement imidazole des residus d'histidine 

capable de fixer les ions H’ 1 ". 

Au pH du sang l'hemoglobine et l'oxyhemoglobine se comportent comme 
des acides faibles pouvant se dissocier : 

HbH-> Hb- + H+ pK = 7,83 

Hb0 2 H--> Hb0 2 ~ + H- 1 - pK = 6,60 

L'oxyhemoglobine est done plus acide que l'hemoglobine. 

En fait ces deux dernieres reactions sont intriquees (figure 2.2). En effet 
l'oxyhemoglobine etant un acide plus fort que l'hemoglobine quand l'hemoglo- 
bine est oxygenee au niveau des poumons, elle libere des ions H+. 

HbH + 0 2 + K+-> Hb0 2 “K + + H+ 

Au niveau des tissus l'oxyhemoglobine est reduite en hemoglobine et celle 
ci va laisser dans le milieu une base en captant un proton venu de la dissociation 
de l'acide carbonique. 


H 2 C0 3 ->H + + HCOf 

Hb0 2 -K + + H + + HC0 3 --> HbH + HC0 3 -K + + 0 2 

Au niveau des tissus la concentration elevee en C0 2 et la richesse des acides 
organiques vont diminuer le pH et cette acidite va permettre la liberation 
de l'oxygene de l'oxyhemoglobine. Cette action du pH sur l'oxygenation de 
l'hemoglobine (figure 2.1) est appele « effet Bohr ». A pression partielle d'oxy- 
gene (p0 2 ) egale, par exemple 40 mm de mercure (Hg), la saturation de l'hemo- 
globine est moindre pour un pH a 7,2 que pour un pH a 7,6. 
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Figure 2.1 • Effet «Bohr». 


•2.2. Regulation physiologique du pH 

Lors d'un desequilibre acidobasique, la premiere ligne de defense est formee 
par les systemes tampons, la seconde est la regulation pulmonaire et la troisieme 
st la restauration a long terme par les mecanismes renaux. 

2.2.1. Regulation pulmonaire 

2.2.1.1. Centre respiratoire bulbaire 

Ce centre est sensible a la variation de la concentration en protons du sang 
c'est-a-dire au pH. Une diminution du pH va entrainer une augmentation du 
rythme et de l'amplitude respiratoires de facon a eliminer le C0 2 en exces. 
L'augmentation du pH qui en resulte freinera la stimulation bulbaire. Recipro- 
quement une augmentation du pH sera responsable d'une diminution du rythme 
et de l'amplitude respiratoires. Danyce dernier cas la reaction pulmonaire doit 
rester compatible avec une oxygenation correcte du sang. 

A un moindre degre interviennent des chemorecepteurs aortiques et caroti- 
diens sensibles a la p0 2 sanguine et qui stimulent le centre bulbaire. Une dimi¬ 
nution de la p0 2 sera par exemple responsable d'une hyperventilation. 

Les caracteristiques de cette regulation pulmonaire sont une mise en oeuvre 
rapide et une grande sensibilite aux variations du pH. 

Cependant son efficacite est limitee car l'hyperventilation ne peut etre aug- 
mentee indefiniment et l'hypoventilation doit rester compatible avec la vie. De 
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plus les poumons n'interviennent que sur la composante acide du systeme bicar- 
bonate/acide carbonique. 

2.2.1.2. Les echanges gazeux dans I'organisme 

► AU NIVEAU T1SSULAIRE 

Les tissus de par leur metabolisme fabriquent une grande quantite de C0 2 qui 
doit etre pris en charge et elimine au niveau des poumons. Les globules rouges 
(figure 2.2), a ce niveau tissulaire, arrivent charges d'oxyhemoglobine. 

Le C0 2 tissulaire, apres avoir ete dissous dans le plasma, va penetrer dans le 
globule rouge : 

- une petite quantite de ce gaz se fixe sur l'oxyhemoglobine pour constituer 
un carbamate en liberant l'oxygene. 

- la plus grande partie du CO ? reagit avec de l'eau pour former en presence 
de l'anhydrase carbonique, dont le globule rouge est riche, de l'acide carbo¬ 
nique. L'acide carbonique se decompose immediatement en H" 1 " et HC0 3 “. Cet 
afflux de protons fait baisser le pH entrainant la liberation de l'oxygene de 
l'oxyhemoglobine. Les ions H" 1 " se fixent alors sur l'hemoglobine laissant les 
ions bicarbonates dont un grand nombre va sortir de la cellule permettant a 
autant de chlorures de penetrer. Cet echange bicarbonate/chlorure est appele 
« effet Hamburger ». 

Le C0 2 tissulaire a done ete transforme en bicarbonates dont le plus grand 
nombre ne reste pas dans le globule rouge et sera transports par le plasma vers 
les poumons (ou les reins) pour son elimination. 

► AU NIVEAU PULMONAIRE 

Les globules rouges arrivent ici charges de deoxyhemoglobine (HbH) et pour 
une petite part de carbaminohemoglobine. L'oxygene de l'alveole pulmonaire, 
apres s'etre dissous dans le plasma penetre dans le globule rouge : 

- une petite partie se fixe sur la carbaminohemoglobine liberant alors le C0 2 . 

- la part la plus importante vient se fixer sur l'hemoglobine liberant alors un 
proton (rappelons que l'oxyhemoglobine est plus acide que l'hemoglobine). Ce 
proton, en presence d'un bicarbonate plasmatique echange contre un chlorure, 
se retrouve sous forme d'acide carbonique qui se dissocie immediatement en 
C0 2 et FLD. Le gaz carbonique est alors elimine dans fair alveolaire apres 
avoir ete dissous dans le plasma. 

Le poumon est ainsi capable d'eliminer normalement 20 moles de gaz carbo¬ 
nique par jour. 
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O? °2 TISSUS C ° 2 



Oj co 2 

Figure 2.2 • Schema des echanges respiratoires. 


2.2.2. Regulation renale 

_ Elle est plus longue a reagir en cas de perturbations car elle intervient en troi- 
position. Cependant elle peut durer plus longtemps et represente un 
o tres efficace de lutte aussi bien contre l'acidose que contre l'alcalose. 
;lons que l'on peut considerer l'urine primitive comme un ultrafiltrat du 
plasma sanguin. Le role du rein sur l'equilibre acido-basique est double : 
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- il peut reabsorber la quasi totalite des bicarbonates filtres, ou bien excreter 
ceux ci en cas de surcharge alcaline, 

- il peut eliminer des ions H 4 " en generant des bicarbonates qui seront absor- 
bes. 

2.2.2.1. Reabsorption ou excretion des bicarbonates 

La cellule tubulaire proximale, riche en anhydrase carbonique, peut syntheti- 
ser de l'acide carbonique a partir de CO, et d'ELO. Celui-ci se dissocie imme- 
diatement (figure 2.3) en protons et en bicarbonates. L'ion H"" est echange 
contre un ion Na + de l’urine primitive laissant le bicarbonate qui sera reabsorbe. 
Dans l'urine l'ion H’ 1 " se combinera avec un bicarbonate pour former un acide 
carbonique qui se dissocie immediatement en C0 2 et eau. Ce CCL sera reab¬ 
sorbe et participera a la reaction catalysee par l'anhydrase carbonique. On peut 
done dire qu'a un bicarbonate filtre correspond un bicarbonate reabsorbe. 

Normalement plus de 90 % des bicarbonates filtres sont ainsi reabsorbes. 

La reabsorption des bicarbonates depend en particulier de la pC0 2 dont une 
elevation entraine une reabsorption accrue et reciproquement. 

C'est aussi a ce niveau qu'est reabsorbe en totalite le potassium filtre. 



Figure 2.3 • Role du rein dans l'equilibre acidobasique 


2.2.2.2. Elimination d'ions H + 

Elle se deroule au niveau du tube contourne distal ou la cellule renale, riche 
ici aussi en anhydrase carbonique, elimine un proton en l'echangeant contre un 
ion sodium. Le bicarbonate genere est ensuite reabsorbe dans le sang. La reab¬ 
sorption du sodium est sous le controle de l'aldosterone. 
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A ce niveau existe une competition entre un ion H" 1 " et un ion K" 1 " dans 
l'echange avec l'ion sodium reabsorbe : si un H" 1 " est elimine un ion K" 1 " est 
retenu et reciproquement. 

- Ces ions H" 1 ' peuvent se fixer sur des phosphates monoacides pour donner 
des phosphates diacides. II s'agit de ce que l'on appelle l'acidite titrable qui est 
definie comme la quantite de soude 0,1 N necessaire pour ramener le pH uri- 
naire au pH plasmatique. 

- Les ions H"*" peuvent se fixer aussi sur une molecule d'ammoniac (NH 3 ), 
issue de la glutamine ou de certains autres acides amines, pour former un ion 
ammonium NI-L 4 ' qui, tres peu diffusible, ne sera pas reabsorbe. 

La competition dans l'echange contre un ion sodium, d'un proton ou d'un ion 
potassium, est responsable de l’interaction du metabolisme du potassium avec 
l'equilibre acido-basique. Cette interaction renale est completee par une depen- 
dance des deux metabolismes au niveau cellulaire (figure 2.4). 

- En cas d'exces d'ions H 1 ' ceux ci sont elimines preferentiellement par le 
rein a la place d'ions potassium et de plus penetreront dans les cellules faisant 
sortir le potassium. Une acidose sera generatrice d'hyperkaliemie et recipro¬ 
quement 

- En cas de deficit en ions H" 1 ' le potassium sera elimine preferentiellement 
au niveau renal et les ions H"*" sortiront des cellules en echange avec des ions K" 1 '. 

Une alcalose sera generatrice d'hypokaliemie et reciproquement. 


Acidose Alcalose 



Figure 2.4 • Echanges cellulaires au cours des perturbations de l'equilibre acido- 
basique. 


K& Exploration biochimique 

13.1. Prelevement 

► DOSAGE PLASMATIQUE OU SERIQUE SUR SANG VEINEUX 

Beaucoup d’automates determinent, a cote de nombreux autres constituants 
plasmatiques, les bicarbonates ou le C0 2 total : 
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- les bicarbonates peuvent etre mesures par une methode colorimetrique 
(presque abandonnee aujourd'hui) ou par une methode enzymatique ; 

- le C0 2 total est le plus souvent mesure par une methode electrometrique 
apres que 1'ensemble du C0 2 plasmatique (bicarbonates compris) ait ete libere 
par un acide. 

Dans ces conditions le prelevement est effectue normalement sur sang vei- 
neux et la deuxieme methode donne des resultats legerement plus eleves que la 
premiere. 

► SANG ARTERIEL 

Une veritable exploration des gaz du sang, appelee generalement « gazometrie » 
mesure le pH, la pC0 2 , la p0 2 . Dans ces conditions le prelevement doit etre 
arteriel ce qui permettra d'apprecier en particulier l'hematose (l'oxygenation du 
sang). 

Le patient doit etre au repos pour eviter les effets d'une hyperventilation de 
stress, et la ponction se fait au niveau d'une artere (femorale, humerale...). 

Chez le nourrisson une micromethode peut etre pratiquee, et si l'acces arteriel 
est delicat, une ponction capillaire peripherique sera preferee (au niveau d'un 
doigt, du lobe de l'oreille, ou du talon apres dilatation vasculaire par massage 
ou chaleur). 

Dans tous les cas, le sang est preleve sur heparine, sans introduction de bulle 
d'air, homogeneise par retournement, et maintenu en anaerobiose stricte jusqu'a 
son analyse. On pourra noter la temperature du patient ce qui permettra de 
faire d'eventuelles corrections. Le materiel le plus frequemment utilise est la 
seringue heparinee, maintenue hermetique apres ponction par un bouchon. 

Le capillaire utilise pour une micromethode devra contenir un petit barrau en 
fer permettant Fhomogeneisation du sang avant analyse a l'aide d'un aimant 
exterieur. Le capillaire sera bouche hermetiquement aux deux extremites avec 
du mastic. 

Le prelevement sera analyse sans delai, et en cas de force majeure, devra etre 
maintenu au refrigerateur a + 4°C pendant un maximum d'une heure. 


3.2. Mesures de trois parametres : pH, POy PC0 2 

Bien que la mesure soit effectuee sur sang total, les electrodes selectives utili- 
sees sont sensibles aux elements contenus dans l'eau plasmatique et les resultats 
sont done ceux du plasma et non du sang total. 

3.2.1. Mesure du pH 

Ril e est faite a l'aide d'une electrode de verre schematisee dans la figure 2.5 
thermostatee a 37 °C et miniaturisee (figure 2.6). La difference de potentiel est 
obtenue par rapport a une electrode de reference. 
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Systeme de mesure de la ddp 
et microprocesseur associe 



reference. 



■lure 2.6 

•ague). 


Electrode de mesure du pH et de reference (Societe Radiometer, Copen- 
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3.2.2. Mesure de la po 2 

La p0 2 est mesuree par une methode polarographique utilisant l'electrode de 
Clark dont le principe est donne dans la figure 2.7 et un exemple de commercia¬ 
lisation dans la figure 2.8. 


Systeme de mesure de la ddp 



Figure 2.7 • Electrode de Clark 


Les valeurs physiologiques sont : 

70 a 95 mmHg sang A soit 9,31 a 12,63 kPa 

37 a 40 mmHg sang V soit 4,92 a 5,32 kPa 


II faut noter que la p0 2 arterielle diminue avec l’age eLavec l'altitude. 
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Age 

(en annees) 
20-29 
30-39 
40-49 
50-59 
60-69 


p0 2 (mmHg) 
moyenne et extremes 

94 (84-104) 

91 (81-101) 

88 (78-98) 

84 (74-94) 

81 (71-91) 


Joint 

torique 



Figure 2.8 • Electrode de mesure de la p0 2 . 

(Societe Radiometer Copenhague.) 


Le principe de la mesure de la p0 2 est base sur le fait qu'une electrode sou- 
mise a un potentiel de polarisation constant ( 0,6 volt) fournit un courant directe- 
ment proportionnel a la p0 2 diffusant au niveau de la surface de reaction de 
l'electrode. Ce courant est produit par la reduction de 1’0 2 au niveau de la 
cathode (fil de platine). 

r 0 2 + 2H 2 0 + 4e-> 4 OH- 

*-L'alimentation en electrons a la cathode, est assuree par une anode en argent 

chlorure (Ag/AgCl). 


Ag- > Ag + + e~ 
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Le debit d’electrons consommes est proportionnel a la p0 2 presente. 

L'electrode est recouverte d’une membrane de polypropylene permeable 
aux gaz et a 1'0 2 ce qui la rend specifique. II faut la changer tous les 20 a 
30 jours. Sur les nouveaux appareils, les electrodes sont jetables. La deteriora¬ 
tion de la membrane se reconnait par une diminution de la sensibilite et une 
instabilite. 

La p0 2 mesuree est directement en rapport avec 1’0 2 dissous dans le 
sang et non avec l'O, combine a l'hemoglobine. Au cours d'une asphyxie a 
l'oxyde de carbone, dans laquelle rhemoglobine n'est plus apte a transpor¬ 
ter 1'oxygene, la p0 2 peut etre normale. 

La p0 2 est tres sensible aux variations de temperature. II faut bien thermostater 
l'electrode et tenir compte de la temperature du sujet. Si le prelevement a ete 
conserve a + 4°, rechauffer rapidement celui-ci a temperature ambiante avant 
le dosage. • 

3.2.3. Mesure de la pC0 2 

R ile est faite grace a l'electrode de Severinghaus (figure 2.9) dont un exemple 
de commercialisation est donne dans la figure 2.10. 



Figure 2.9 • Electrode de Severinghaus : le CO, du specimen fait varier le pH de la 
solution de bicarbonate mesure paf l'electrode de verre. 
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Valeurs physiologiques = 35 a 44 mrnHg sang A soit 4,65 a 5,85 kPa 

42 a 48 mrnHg sang V soit 5,58 a 6,38 kPa 

La mesure de pC0 2 se ramene a une mesure de pH. Par methode electronic - 
trique, on mesure les variations de pH d'une solution de bicarbonates separee 
du sang par une fine membrane en teflon (ou silicone) permeable au C0 2 uni- 
quement. La diffusion du C0 2 entraine un abaissement du pH qui est propor- 
tionnel a la quantite de C0 2 present. L'electrode est composee d'une electrode 
de mesure de pH en verre et d'une electrode de reference miniaturisee. Le 
C0 2 de l'echantillon diffuse a travers la membrane puis se dissout dans l'elec- 
trolyte. 


co 2 + h 2 o—>h 2 co 3 
h 2 co 3 ->H + + HC0 3 - 

L'augmentation de H"*" foumit un potentiel variant logarithmiquement avec la 
pC0 2 . 


Espaceur en nylon 
monte 


Bulle d'air 



Figure 2.10 • Electrode de mesure de la pCO,. 
(Societe Radiometer Copenhague.) 
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33. Calcul des autres parametres 

Les appareils modernes permettent, a partir d'abaques mises en memoire, de 
calculer un certain nombre de parametres supplementaires. Certains demandent 
la connaissance de la concentration en hemoglobine qui est souvent directement 
mesuree par l'appareillage, mais qui parfois sur d'autres types de materiel doit 
etre introduite dans le calculateur si elle est connue. Si elle n'est pas connue il 
est possible de donner une valeur forfaitaire. 

3.3.1. Concentration en bicarbonates 

C'est la concentration des ions HCO-, en mmol/1 de plasma qui est deduite 
par le calcul de la rnesure de pCO, et du pH a l'aide de l'equation d'Henderson 
Hasselbalch. 


(HCO 3 -) = a x 10~P K x pC0 2 x 10P H 
a = coefficient de solubilite du C0 2 
Valeurs normales : 22 a 26 mmol/1. 

Differentes methodes, par methode enzymologique ou potentiometrie sur 
automates effectuant l'ionogramme permettent de doser directement les bicar¬ 
bonates (cf. chapitre 1 Equilibre hydroelectrolytique). 

3.3.2. Bicarbonates standard 

C'est la concentration plasmatique en bicarbonates (mmol/1) qu'aurait le sang 
de ce patient s'il etait equilibre a une pC0 2 de 40 mmHg et a 37 °C. 

Valeurs normales : 24 mmol/1 ± 2 mmol/1. 

3.3.3. Concentration en C0 2 total 

C'est la quantite totale de C0 2 plasmatique que ce specimen possede. Elle 
correspond au C0 2 qui pourrait etre extrait de ce plasma en presence d'un acide 

fort. 


C0 2 total = apC0 2 + H 2 C0 3 + (HC0 3 ) + C0 2 combine 
Valeurs normales : 25 mmol/1. 

3.3.4. Bases tampons 

C'est la somrne des concentrations en mmoles des anions tampons d'un litre 
de sang total [(HC0 3 ~), proteines, hemoglobine, phosphates], 

Valeurs normales : 46 a 48 mmol/1. 
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3.3.5. Exces de base 

C'est la difference entre la valeur des bases tampons calculee du sujet etudie 
et celle des bases tampons d'un individu normal (47 mmol/1). 

Valeurs normales : 0 ± 2mmol/l. 

Meme negative cette expression s'appelle « exces de base ». 

3.3.6. Saturation en 0 2 

La majeure partie de 1’0 2 sanguin est fixee sur l'hemoglobine. 

La capacite en 0 2 a l'etat combine du sang est la plus grande quantite d'oxy- 
gene qui peut etre fixee par le pigment. Le contenu en 0 2 est la quantite d'oxy- 
gene reellement fixee par l'hemoglobine. 

Le rapport : Hb oxygenee/Hb oxygenable = Saturation en 0 2 (Sa0 2 ). 

Valeurs normales : 95 a 98 %. 


3.4. Representation graphique : diagramme de Davenport 

De nombreux diagrammes ont ete proposes pour aider a l'interpretation des 
resultats. L'un des plus classiques est celui de Davenport (figure 2.11). 

Ce diagramme exprime la concentration des bicarbonates en fonction du pH. 


Bicarbonates 



A: Acidose 
ventilatoire 

B : Alcalose 
metabolique 

C. Alcalose 
ventilatoire 

D : Acidose 
metabolique 

E : Acidose mixte 

F : Alcalose mixte 


Figure 2.11 • Diagramme de Davenport. 
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II existe 2 lignes importantes sur ce diagramme : 

- la ligne tampon normale (ligne droite oblique) correspond aux differentes 
valeurs de la concentration en bicarbonates et de leur pH correspondant, d'un 
sang total equilibre a differentes pressions partielles de C0 2 ; 

- la ligne isobare paC0 2 = 40 mm de Hg est experimentalement determi- 
nee en calculant avec l'equation d'Henderson Hasselbaich le taux des bicarbo¬ 
nates en fonction de la valeur du pH pour une pC0 7 de 40 mm Hg. 

Ces deux lignes definissent, avec la verticale du pH normal, 6 secteurs corres¬ 
pondant aux differentes perturbations rencontrees (A a F). 


4. Desequilibres acidobasiques 


La connaissance de l'equation d'Henderson Hasselbaich rappelee ci-apres : 


pH= 6 H’+lo'g 


(HCQ,^) 

apCU 2 


permet de voir que le pH est directement lie a la valeur du rapport 


(HCO 3 -) 

^ ax pC0 2 

Les bicarbonates du numerateur sont d'origine metabolique et sont lies a la 
fonction renale. 

La pC0 2 du denominateur est d'origine respiratoire et est liee a lafonction 
pulmonaire. 

Les variations du pH peuvent etre la consequence : 

- d'une diminution des bicarbonates responsable d'une acidose metabo¬ 
lique ; 

- d'une augmentation des bicarbonates responsable d'une alcalose meta¬ 
bolique ; 

- d'une diminution de la pC0 2 responsable d'une alcalose respiratoire ; 

- d'une augmentation de la pC0 2 responsable d'une acidose respiratoire. 
En cas de perturbation de la valeur du pH l'organisme met en jeu un systeme 

de compensation qui a pour but de ramener le rapport HCOu/a x pCO-, a une 
valeur normale. 

- En cas d'acidose metabolique la compensation se fera par une diminution 
de la pC0 2 . 

- Une alcalose metabolique sera compensee par une augmentation de la 

pC0 2 . 

- Une acidose respiratoire par une augmentation des bicarbonates. 

- Une alcalose respiratoire par une diminution des bicarbonates. 
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Un pH qui est en dehors des valeurs de reference correspond a une perturba¬ 
tion decompensee. 

Si malgre le desequilibre acido-basique le pH est maintenu a l'interieur des 
valeurs de reference on dira que la perturbation est compensee. 


4.1. Acidose metabolique 

Fi le correspond a un trouble du metabolisme du a l'accumulation d'acides 
(anions indoses ou trou anionique) ou a une perte excessive de bases. 

Elle se caracterise par une diminution des bicarbonates plasmatiques et 
done une baisse du pH. 

4.1.1. Etiologies 

II s'agit habituellement de surcharges en acides avec augmentation du trou 
anionique. 

Trou anionique : (Na + + K+) - (Prot + Cl- + C0 3 H- + 2) > 5 mEq/1. 

Les surcharges en acides sont dans la plupart des cas d'origine endogene. 

4. 1.1.1. Augmentation des corps cetoniques 

La cetonemie normale doit etre inferieure a 0,6 mmol/1. 

- Ljacidocetose diabetique est due a une production excessive de corps ceto¬ 
niques (acide acetoacetique et acide (3-hydroxybutyrique) provoquee par l'utili- 
sation hepatique d'un exces d'acetyl CoA provenant de l'oxydation des acides 
gras. L'abaissement du taux de HC0 3 ~ peut descendre jusqu'a 5 mmol/1 avec 
une menace vitale immediate. C'est le coma metabolique le plus frequent. 

- Le jeune prolonge provoque aussi une augmentation des acides acetoace¬ 
tique et (3-hydroxybutyrique. 

4.1.1.2. Acidose lactique 

Le taux normal d'acide lactique est de 1 a 1,7 mmol/1. 

Le taux normal de l'acide pyruvique est de 0,05 a 0,07 mmol/1. 

L'acidose lactique est la consequence habituelle d'une anoxie cellulaire au 
cours des etats de choc severe. Elle peut etre retrouvee dans le cadre d'une cir¬ 
culation extracorporelle. Elle est observee egalement en cas d'exercice muscu- 
laire intense, dans les etats de mal epileptique, dans les cirrhoses, dans lespan- 
creatites, les leucoses aigues. Elle peut etre d'origine toxique, a la suite de la 
prise de biguanides (traitement du diabete gras). 

Les acidoses lactiques par defaut de certaines enzymes sont rares avec des 
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origines diverses (maladie de Von Gierke avec deficit en glucose 6 phosphatase, 
deficit en fmctose diphosphatase, de glycogene synthetase... ete). 

4.1.1.3. Acidose renale par atteinte renale 

Lorsque la clairance de la creatinine est inferieure a 0,5 ml/s, l'acidose est 
constante avec augmentation moderee des indoses anioniques. En cas d'hypovo- 
lemie l'insuffisance renale fonctionnelle qui en resulte peut etre responsable 
d'une acidose metabolique. La diminution de la filtration glomerulaire entraine 
une retention des acides produits par le catabolisme protidique. 

4.1.1.4. Apports d'acides exogenes 

On les observe au cours des intoxications : 

- par l'ethylene glycol, le methanol, les salicyles... ; 

- par apport excessif de chlorure d'ammonium, de chlorhydrate d'arginine, 
de lysine ou de methionine utilises dans le traitement des alcaloses. 

4.1.1.5. Pertes de bicarbonates 
Elies peuvent resulter : 

- De pertes par voie digestive, d'origine surtout ileale et colique (diarrhees 
profuses). 

- De pertes par voie renale : 

Dans l'acidose tubulaire proximate avec urines riches en HC0 3 - il y a defaut 
de reabsorption du HC0 3 _ au niveau du tubule proximal. Certains diuretiques 
tels que les inhibiteurs de l'anhydrase carbonique (Acetazolamide) peuvent etre 
responsables d'une acidose metabolique. 

Dans l'acidose tubulaire distale il y a defaut de secretion distale d'ions H" 1 ". 

4. 1.2. Compensation physiologique 

La compensation respiratoire, ayant pour but la baisse de la pC0 2 , intervient 
rapidement dans les minutes qui suivent. Elle est declenchee par la baisse de pH 
notee par les chemorecepteurs peripheriques qui provoquent une stimulation du 
centre respiratoire jusqu'a une reduction importante de pC0 2 : 

La respiration qui en resulte a pour caracteristiques un rythme accelere avec 
une amplitude augmentee et peut se traduire au maximum par la respiration de 
Kussmaul (respiration profonde et ample, egale aux deux temps et separes par 
une pause : respiration en creneau). 

La compensation respiratoire, bien que tres efficace, reste partielle pour des 
raisons de limitations anatomiques, physiologiques et biochimiques (le travail 
musculaire lie a la respiration est lui-meme generateur d'acides). 

Dans ces conditions c'est le systeme tampon des bicarbonates qui est mis lar- 
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gement a contribution et il y a une baisse considerable de ceux-ci. Le rein va 
ainsi contribuer a ramener le pH vers les valeurs de reference. 

La compensation renale va se faire par l'augmentation de l'elimination des 
ions H+ avec augmentation de l'acidite titrable de 1'urine et de I'ammoniurie. 
Bien sur le rein doit etre fonctionnel. 

En cas d'acidose metabolique intense, au cours d'un coma acido-cetosique 
par exemple, les possibility d'elimination renale des ions H 4 ' peuvent etre 
depassees et l'organisme perd des quantity importantes de sodium et de potas¬ 
sium (pas d'echange avec les ions H 1 "). De plus la perte hydrique caracteristique 
de ce syndrome entraine une hypovolemie responsable d'une insuffisance renale 
fonctionnelle qui va aggraver l'acidose. 

4.1.3. Tableau clinique 

Deux formes peuvent etre differenciees : 

- les formes legeres qui sont soit asymptomatiques soit associees a une 
asthenie et des nausees. 

- les formes graves qui presentent une hyperpnee avec respiration profonde 
(rythme de Kussmaul). 

L'acidose peut aboutir a un etat de choc, obnubilation et coma. 

4.1.4. Tableau biologique 

L'analyse des gaz du sang et du bilan electrolytique presente differentes 
perturbations: 

- Le pH sanguin arteriel < 7,35 sauf s’il y a compensation. 

- Les bicarbonates sont tres diminues : < 15 mmol/1. 

- La pC0 2 et le C0 2 total sont tres diminues du fait de la compensation. 

- Un trou anionique est toujours present dans les acidoses par perte de 
HCOj - . II est tres important dans l'acidocetose et l'acidose lactique. 

- La kaliemie est augmentee par echanges cellulaire et renal entre K" 1 " et H" 1 " ; 
ainsi un pH a 7,20 entraine une kaliemie de 7 mmol/1. 

- La kaliemie peut etre normale dans l'acidose tubulaire proximale par perte 
renale de K + ou au cours des diarrhees qui se traduisent par une perte digestive 
deK+. 

- La compensation renale est efficace s'il y a augmentation de l'acidite uri- 
naire et des ions NH, + . 

Apres decompensation la situation de Letat acido-basique du sujet appa- 
rait dans le quadrant D inferieur gauche du diagramme de Davenport. 

4.1.5. Traitement 

Le traitemenfest etiologique. 

La reanimation d'une acidose s'effectue le plus souvent dans le cadre de 
l'urgence avec perfusion d'alcalinisants et hydratation, et si necessaire epuration 
extra-renale. 
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4.2. Acidose respiratoire 

R ile correspond a une diminution de l'elimination du C0 2 avec augmenta¬ 
tion de la pC0 2 (hypercapnie) et diminution du pH sanguin. 

4.2.1. Etiologies 

4.2.1.1. Diminution des mouvements de la cage thoracique 

Les principales causes sont : 

- une atteinte de la paroi par des traumatismes ; 

- une atteinte nerveuse ou musculaire par dystrophies musculaires, myasthe- 
nie, poliomyelite ou curarisants. 

4.2.1.2. Diminution de la surface alveolaire disponible 

Les pathologies au cours desquelles cette diminution peut etre rencontree sont 
les suivantes : 

- les bronchopneumopathies chroniques obstructives par emphyseme ou 
asthme; 

- les bronchopneumopathies restrictives par fibrose pleurale ou pulmonaire, 
pneumothorax ou oedeme aigu du poumon ; 

- la mucoviscidose dans laquelle est retrouvee une dilatation des branches 
avec hypersecretion bronchique. 

4.2.13. Hypoventilation par inhibition des centres respiratoires 

Dans ce cadre sontretrouves: 

- un accident vasculaire cerebral ; 

- une hypotension intracranienne ; 

- une atteinte bulbaire par anesthesiques, morphiniques, tranquilisants, barbi- 
turiques ou alcool. 

4.2.1.4. Air vide par augmentation du C0 2 (caves, grottes...) 

4.2.1.5. Insuffisance respiratoire aigue avec hypoxemie aigue et detresse respi¬ 
ratoire (cause toxique, medicamenteuse, traumatique). 

II est important de distinguer le caractere aigu ou chronique des acidoses res¬ 
piratoires. 

4.2.2. Compensation physiologique 

La compensation sera renale par une augmentation de la reabsorption des 
bicarbonates et elimination des ions H 4 " (l'augmentation de la pCCL augmente la 
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concentration d'acide carbonique generateur d'ions H 1 "). Ce mecanisme ayant 
une inertie relativement importante l'augmentation des bicarbonates n'apparai- 
tra qu'au bout de quelques jours, permettant de faire la difference entre une aci- 
dose respiratoire aigue a bicarbonates normaux et une acidose chronique a 
bicarbonates augmentes. 

Dans ces conditions la compensation est lente mais efficace. 

Si le taux des bicarbonates ne peut suivre l'elevation de la pC0 2 le pH dimi- 
nue et l'acidose est decompensee. Les acidoses aigues sont assez mal compen- 
sees alors que les acidoses chroniques sont bien compensees. 

4.2.3. Tableau clinique 

Le patient presente des cephalees, une cyanose lorsqu'il y a hypoxie asso- 
ciee, une confusion, une somnolence pouvant aboutir a un coma. L'acidose est 
grave dans les formes aigues ou l'augmentation de la pC0 2 est mal compensee 
avec chute brutale du pH. 

1 

4.2.4. Tableau biologique 

Les examens sanguins et urinaires montrent : 

- Un pH arteriel d'autant plus diminue que l'atteinte est aigue, 

- Une pC0 2 augmentee. 

- Des bicarbonates augmentes et des chlorures abaisses. 

- Une p0 2 tres diminuee. 

La p0 2 basse est un signe d'insuffisance respiratoire plus discriminant que 
l'augmentation de la pC0 2 . En effet, le CCL diffuse beaucoup mieux a travers la 
membrane alveolocapillaire et certaines insuffisances respiratoires ont une 
pC0 2 normale mais une p0 2 diminuee. 

- Le pH urinaire est tres diminue et l'ammoniurie augmentee si le rein com- 
pense. 

Apres decompensation la situation de l'etat acidobasique du sujet appa- 
rait dans le quadrant superieur gauche A du diagramme de Davenport. 

4.2.5. Traitement 

Des analeptiques respiratoires peuvent etre prescrits associes ou non a une 
ventilation assistee. Une tracheotomie peut parfois etre pratiquee. 

L'oxygenotherapie est a administrer avec precaution chez les insuffisants res¬ 
piratoires car la stimulation centrale due a l'hypercapnie est alors diminuee. 

Les inhibiteurs de l'anhydrase carbonique (acetazolamide), qui s'opposent a 
la reabsorption de HC0 3 “, sont dangereux car ils entrainent une decompensation 
rapide chez l'insuffisant respiratoire. 
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4.3. Alcalose metabolique 

Elle est peu frequente. Elle est due a une alcalinisation provoquee par un 

exces de bicarbonates ou une perte d'ions H' ,1 \ 

4.3.1. Etiologies 

4.3.1.1. Pertes digestives d 'ions H + 

Elies sont provoquees : 

- par des vomissements dus a une stenose du pylore ou a une obstruction au 
niveau du grele proximal (occlusion) ; 

- par une aspiration gastrique. 

4.3.1.2. Pertes renales d'ions-jf 
Elies sont la consequence : 

- dime depletion chloruree par utilisation de certains diuretiques (Furose- 
mide). Ceux-ci inhibent la reabsorption des chlorures au niveau de l'anse de 
Henle. Cette inhibition a pour consequence une non reabsorption du sodium a 
ce niveau (maintien de l'equilibre anions-cations). L'afflux de sodium au niveau 
du tubule renal entraine sa reabsorption eliminant des ions H' 1 ' et des ions K" 1 " ; 

- de certains hypercorticismes : 

dans le cadre d'un syndrome de Cushing primitif ou iatrogene ; 

dans l'hyperaldosteronisme primitif (syndrome de Conn) ou secondaire ; 

- de lingestion excessive de substances a effet mineralocorticoide (acide 

glycyrrhizique de la reglisse). 

4.3.1.3. Charges en alcalins superieures auxpossibilities d'excretion renale 

E lies sont rencontrees au cours de certains traitements (apport excessif de 
bicarbonates) ou de regimes particuliers (buveurs de lait, regimes vegetariens). 

4.3.2. Compensation physiologique 

La compensation va se faire par une augmentation de la pC0 2 par depression 
des centres respiratoires (hypoventilation). 

II y aura diminution des echanges respiratoires et normalisation du pH. 
Lorsque les bicarbonates deviennent superieurs a 30 mmol/1, les urines 
deviennent alcalines. C'est la participation renale a la compensation par diminu¬ 
tion de la reabsorption des bicarbonates et de la production de NH 4 + . 
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4.3.3. Tableau clinique 

Le patient presente une respiration lente et superficielle associee a une hyper- 
excitabilite neuromusculaire due a l'hypocalcemie ionisee. Rappelons qu'en cas 
d'alcalose le calcium ionise se fixe en plus grande quantite sur les proteines. 

4.3.4. Tableau biologique 

Les dosages sanguins et urinaires montrent : 

- un pH sanguin arteriel augmente mais rapidement et partiellement com- 
pense; 

- une pC0 2 augmentee ; 

- des bicarbonates augmentes a plus de 30 mmol/1 ; 

- une po 2 diminuee ; 

- une hypokaliemie ; ^ 

- un pH urinaire qui peuj>etre augmente. 

Apres decompensation la situation de l'etat acidobasique du sujet appa- 
raft dans le quadrant superieur droit B du diagramme de Davenport. 

4.3.5. Traitement 

II est avant tout etiologique. La reanimation visera a : 

- eliminer facilement les bicarbonates sous perfusion, 

- corriger l'hypokaliemie. 

4.4. Alcalose respiratoire 

Elle correspond a une diminution de la pC0 2 (hypocapnie) dont l'origine 
estrespiratoire. 

4.4.1. Etiologie 

L' alcalose respiratoire est habituellement due a une hyperventilation et par- 
fois a un abaissement de la pression partielle en 0 2 . 

Les differentes causes sont: 

- une anxiete ou une douleur violente ; 

- Vhyperventilation cTorigine centrale : affections du systeme nerveux cen¬ 
tral ; 

- Vhyperventilation d'origine hypoxique : on separe deux types d'hypocap- 
nies hypoxiques par 1'etude de la Sa0 2 et de la p0 2 . 

Le plus frequent est dit anoxemique et est la consequence d'une respiration en 
atmosphere rarefiee ou d'une diminution des echanges respiratoires par lesions 
pulmonaires etendues. Dans les deux cas la p0 2 est tres diminuee. 

Le deuxieme mecanisme est dit anemique et correspond a la perte du pouvoir 
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oxyphorique de l'hemoglobine (possibility de transporter l'oxygene). La p0 2 
est augmentee et ceci est secondaire a une anernie ou a une intoxication par 
l'oxyde de carbone (CO); 

- I'hyperventilation mecanique : ventilation artificielle mal controlee. 

4.4.2. Compensation physiologique 

Le pH est augmente car la pC0 2 est diminuee avec des bicarbonates nor- 
maux. 

Le rein intervient en diminuant la reabsorption des bicarbonates. 

Le pH redevient normal avec des bicarbonates diminues et une pC0 2 dimi¬ 
nuee. Les echanges entre Na + et H" 1 " sont ralentis et les urines deviennent alca- 
lines. Les bicarbonates plasmatiques sont remplaces par des chlorures. 

Ces modifications ne sont raises en place que lors des troubles chroniques. 

4.4.3. Tableau clinique 

II y a une hyperventilation souvent evidente dans les etats d'anxiete (spas- 
mophilie) mais qui peut etre inapparente si la respiration est profonde. L'irrita- 
bilite, les paresthesies et parfois des crises de tetanie ou des convulsions sont 
entretenues par l'alcalose et l'hyperpnee volontaire. 

Le « mal des montagnes » se caracterise, lors de sejours en haute altitude, 
par des cephalees, une insomnie, des nausees et des vomissements, et eventuel- 
lement un oedeme aigu pulmonaire. 

4.3.4. Tableau biologique 

II associe les elements suivants : 

- un pH arteriel augmente, 

- une pC0 2 diminuee, 

- une diminution des bicarbonates associee a une augmentation des chlorures 
qui traduisent la compensation renale ; 

- l'urine devient alcaline avec une forte augmentation des bicarbonates et 

du Na + . 

Apres decompensation la situation de l'etat acidobasique du sujet appa- 
rait dans le quadrant inferieur droit C du diagramme de Davenport. 

4.5. Syndromes mixtes 

II s'agit le plus souvent d'acidoses. Schematiquement, il en existe deux types 
suivant que l'agression initiale est metabolique ou respiratoire. 

l er cas : elle survient chez une personne presentant une acidose metabolique 
partiellement compensee par une hypocapnie et chez qui survient un trouble 
ventilatoire : la pC0 2 s'eleve et le pH chute. 
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Le tableau biologique montre un pH bas avec des bicarbonates bas et une 
pC0 2 elevee. 

2 e cas : chez un insuffisant respiratoire, hypercapnique, victime d'une insuffi- 
sance renale l'empechant de reabsorber correctement les bicarbonates. 

Ce sont des sujets dont la situation sur le diagramme de Davenport se trouve 
dans le cadran E. 


5 . Conclusion 

Le bilan acidobasique complet implique aujourd'hui l'association des 
mesures de la pCOy de la p0 2 et du pH, avec appreciation de la saturation en 
oxygene. L'ensemble forme dans le jargon medical la « gazometrie ». 

En raison de la frequence des perturbations de l'equilibre acidobasique en 
pathologie, le suivi biologique des malades est indispensable afin d'assurer rapi- 
dement une correction therapeutique. 

Les appareils modernes associent souvent a la mesure des gaz du sang 
d'autres electrodes de mesure pour le sodium, le potassium, le chlorure, le cal¬ 
cium ionise et effectuent en plus un dosage de l'hemoglobine. Ils ont ainsi 
considerablement simplifie la tache des techniciens de laboratoire et apportent 
au clinicien un maximum d'informations biologiques contribuant a une meilleure 
reanimation des patients. 


References bibliographiques 


P. Metais et al. Biochimie clinique. Tomes 1 et 
2, 2 e edition, Simep, Paris, 1990. 

M. Essig, G. Friediander. Troubles de Tequi- 
libre acidobasique. La revue du Praticien, 
1997,47,1607-1615. 


B.A. Shapiro, R.A. Harrison, R.D. Cane, 

R. Templin. Gaz du sang. Applications cli- 
niques. Ed. Frison-Roche, Paris, 1992. 



3 

Metabolisme phosphocalcique 


Michel Lagente 


Le role le plus evident du calcium et du phosphore est de constituer l'essen- 
tiel de la charge minerale du squelette. Ces deux elements exercent au niveau 
cellulaire et membranaire des actions sans doute plus importantes encore, 
puisque 1'organisme n'hesite pas a les puiser dans le squelette pour reguler leur 
taux sanguins. 

- Le calcium sous forme ionisee ((Li""*") intervient dans l'excitabilite 
neuromusculaire, dans le bon fonctionnement de maints systemes enzymatiques 
et transports membranaires, dans la coagulation du sang, dans Faction de cer- 
taines hormones comme second messager cellulaire. 

- Le phosphore intervient dans l'activation de certaines molecules biolo- 
giques comme les ose-phosphates, dans la mise en reserve de l'energie (ATP), 
dans certains processus de regulation enzymatique, dans la composition de 
susbstances organiques indispensables (phospholipides, acides nucleiques). 

Les metabolismes de ces deux constituants sont etroitement lies pour de mul¬ 
tiples raisons dont la principale est la grande insolubilite du phosphate trical- 
cique [(P0 4 3_ ) 2 (Ca ++ ) 3 ] au pH des liquides de 1'organisme. 

Ce facteur est determinant a tous les stades du metabolisme de ces deux 
constituants: 

- il limite l'absorption intestinale du calcium et du phosphore par necessite 
d'un rapport Ca ++ /P0 4 3- favorisant leur solubilite intraluminale ; 

- il influe sur la vitesse de formation et de resorption de l’os ; 

- il influe sur la concentration de ces ions dans le plasma par le produit de 
solubilite, Ca ++ x HP0 4 2- qui doit etre constant ; 

- il est responsable des calcifications pathologiques et de la formation des 
calculs de phosphate tricalcique dans les voies urinaires. 
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Sans doute en relation avec l'importance vitale de ces ions (surtout du cal¬ 
cium) il existe un controle hormonal etroit de leurs concentrations sanguines par 
l'intermediaire de la parathormone (PTH), de la calcitonine (CT) et de la vita- 
mine D. 


1. Metabolisme du calcium et du phosphore 

1.1. Calcium 

C'est un element (£a) alcalinoterreux de poids atomique 40. 

C'est l'electrolyte quantitativement le plus important de l'organisme humain 
puisqu'il represente un poids d'environ 1 kg (25 moles) chez un adulte de 70 kg. 

1.1.1. Bilan des echanges calciques : le cycle du calcium 

Chez un adulte en equilibre calcique le bilan des echanges calciques peut etre 
represente comme suit (figure 3.1) : 


Alimentation 
25 mmol/24 h 



10 mmol 


4mmol 



8 mmol/24 h 


8 mmol/24 h 



Selles 

19 mmol/24 h 


Urines 

0,1 mmol/kg/24 h 


Figure 3.1 • Cycle du calcium. 


Le calcium absorbe par voie intestinale est distribue dans l'organisme par 
les liquides extracellulaires, dont le sang, qui font partie du pool echangeable. 
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Sa destinee essentielle est le tissu osseux oil il est depose (accretion) mais aussi 
repris (resorption) de maniere equilibree. La partie non absorbee, augmentee de 
la partie secretee, est eliminee dans les selles. L'elimination urinaire represente 
normalement la partie nette absorbee. 

C'est a chaque niveau d'echange, tube digestif, os, rein que les actions hor- 
monales permettront la regulation de la calcemie. 

1.1.2. Besoins calciques etapports alimentaires 

Les besoins d'un adulte sont d'environ 10 mmol (400 mg) de calcium par 
jour. 

Les enfants et les adolescents demandent 30 mmol/j (1,2 g) pour constituer 
leur squelette. 

Les besoins en calcium sont encore plus eleves chez les femmes enceintes, ou 
chez celles qui allaitent, et aussi chez les femmes menopausees (100 mmol/j soit 

4g). 

Ces besoins sont largement couverts en Europe. Le calcium est apporte essen- 
tiellement sous forme de lait et de fromages. Certaines eaux de boisson sont 
relativement riches en calcium (Contrexeville en contient 467 mg/1). 

1.1<3 L'absorption intestinale 

L'absorption intestinale du calcium a lieu essentiellement au niveau du duo¬ 
denum en milieu acide. On admet que celle-ci s'effectue par l'intermediaire 
d'un mecanisme actifi hormone-dependant, et d'un mecanisme passif ne depen¬ 
dant que des concentrations relatives de calcium entre la lumiere intestinale et 
celle du plasma. 

Le mecanisme actif fait intervenir la cellule intestinale dans laquelle le cal¬ 
cium rentre par la bordure en brosse, traverse le cytosol, et est rejete dans la cir¬ 
culation sanguine par l'intermediaire d'une ATP-ase (/a et magnesium (Mg) 
dependante. Un systeme echangeur Na/Ca intervient aussi dans ce rejet. Une 
proteine dite CaBP (calcium binding protein) interviendrait dans ce transport, 
mais son role precis est encore a definir ; 

La 1,25-dihydroxy vitamine D 3 (1-25 diOH D 3 ) est le regulateur de cette 
voie cellulaire. Elle augmente l'entree du calcium dans la cellule, active l'ATP- 
ase £a et Mg dependante et permet la synthese de la CaBP. 

Le mecanisme passif est paracellulaire et ne depend que du gradient de 
concentration entre le taux du calcium de la lumiere intestinale et celui du 
plasma. Ce mouvement passif peut etre une absorption (concentration de cal¬ 
cium superieure dans la lumiere intestinale) ou une secretion (concentration 
superieure dans le plasma). 

Notre alimentation apporte quotidiennement au moins 10 mmol de calcium 
(400 mg) ce qui suffit a avoir un bilan nul. 

Au-dessus de cette valeur, l'absorption nette (quantite absorbee moins quan- 
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tite secretee) devient positive mais n'augmente que faiblement avec l'augmenta- 
tion des apports, par la mise en jeu d'une regulation faisant intervenir une dimi¬ 
nution de secretion de la PTH ; si l'apport en calcium augmente dans les inges- 
tats, l'absorption passive augmente entrainant une augmentation du calcium 
plasmatique responsable d'une diminution de secretion de la parathormone. 
Celle-ci sera responsable d'une diminution de production de la 1,25-dihydroxy- 
vitamine D 3 diminuant le calcium absorbe par voie active (voir le metabolisme 
de la vitamine D). 

Outre un taux optimal de phosphates evitant la precipitation du phosphate tri- 
calcique d'autres facteurs vont intervenir sur l'absorption du calcium. L'acidite, 
une teneur elevee en sodium et en lactose, la presence de citrates augmentent 
l'absorption du calcium. Au contraire la presence de phytates, d'oxalates, de 
graisses, de fibres donnant des sels insolubles diminue l'absorption du calcium. 

1.1.4. Repartition dans I'organisme 

1.1.4.1. Repartition quantitative 

99 % du calcium se trouvent dans les os ou il est depose sur la trame pro- 
teique sous forme de cristaux d'hydroxyapatite. 

1 % se retrouve dans les tissus rnous (muscles, tendons, peau, visceres) et les 
iiquides extracellulaires dont le sang. 

1.1.4.2. Formes du calcium sanguin 

Dans le sang le calcium est essentiellement plasmatique, les globules rouges 
en contenant tres peu. La valeur habituelle normale de la calcemie (taux de cal¬ 
cium plasmatique) chez un adulte est comprise entre 2,75 et 2,55 mmol/1 avec 
une valeur moyenne de 2,3 a 2,4 mmol/1. 

Le calcium plasmatique se trouve sous deux formes (figure 3.2) : 


Qa plasmatique : 2,4 mmol/1 _ 

i 

i 


Ca ultrafiltrable Ca lie aux proteines 



Calcium ionise : 1,2 mmol/l 


Figure 3.2 • Repartition du calcium plasmatique 
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- une partie non ultrafiltrable, a peu pres 40 % soit 1 mmol/1, est liee aux 
proteines en majorite a l'albumine et un peu aux globulines. Une variation des 
proteines totales donnera une variation de la calcemie dans le meme sens ; toute 
augmentation du taux des proteines sanguines donnera une augmentation de la 
calcemie et toute diminution de ces proteines donnera une diminution de la cal¬ 
cemie. Ce phenomene doit etre toujours present a l'esprit lors de l’interpretation 
d'un resultat de calcemie ; 

- une partie ultrafiltrable, se trouve sous forme de calcium ionise (a peu 
pres 50 %) et sous forme de calcium complexe, (a peu pres 10 %). 

E Le calcium ionise ((/a"*"*") est l'element regule hormonalement dans des 
limites tres etroites, 1,17 a 1,30 mmol/l. C'est le calcium important du point de 
vue physiologique ; c'est lui qui intervient dans la coagulation du sang, dans 
certaines permeabilites cellulaires, dans beaucoup de systemes enzymatiques, 
dans la rythnucite cardiaque et dans l'excitabilite neuromusculaire. Dans celle- 
ci, le calcium ionise intervient par l'intermediaire du rapport suivant : 

(Na+) -t- (K+) 

(Ca ++ ) + (Mg ++ ) + (H + ) 
i 

Une diminution du calcium ionise (ou du magnesium) entrainera une aug¬ 
mentation de l'excitabilite neuromusculaire et pourra etre responsable d'une 
crise de tetanie. 

Le calcium lie a l'albumine est tres sensible a l'equilibre acidobasique. Une 
acidose entrame une diminution de cette liaison et augmente le calcium ionise ; 
a l'inverse, une alcalose augmente cette liaison et diminue le taux de calcium 
ionise. Cette propriete peut etre mise a profit pour faire ceder une crise de teta¬ 
nie en provoquant une acidose respiratoire. 

Le calcium complexe l'est sous forme de sels solubles mais peu dissocies : 
phosphates, bicarbonates, citrates et sulfates. 

1.1.5. Elimination 

1.1.5.1. Eliminationfecale 

R ile est constitute du calcium alimentaire qui n'a pas ete absorbe, augmente 
du calcium contenu dans les differents sues digestifs. 

1.1.5.2. Elimination urinaire 

Seul le calcium ultrafiltrable filtre a travers le glomerule renal et plus de 95 % 
sont reabsorbes dans les tubes renaux. La reabsorption maximale a lieu dans le 
tube proximal oil le calcium est reabsorbe avec le sodium et l'eau. L'anse de 
Henle et le tube distal reabsorbent la quasi totalite du calcium residuel n'en lais- 
sant que moins de 10 mmol/24 h (0,1 mmol/kg/24 h) dans l'urine. Dans un etat 
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d’equilibre chez un adulte jeune, la calciurie represente la quantite intestinale 
nette de calcium absorbee. 

En fait la calciurie depend pour beaucoup de la calcemie. Pour une calce- 
mie basse la totalite du calcium est reabsorbee. Pour une calcemie normale, une 
tres petite partie du calcium filtre est eliminee. En cas d'hypercalcemie la moitie 
du calcium est reabsorbee et 1'autre moitie est eliminee. Ceci revient a dire qu'il 
n'existe pas de seuil maximum de reabsorption pour les calcemies les plus fre- 
quemment rencontrees. 

Un certain nombre de facteurs peuvent influer sur cette reabsorption : 

- en l'augmentant ; la PTH et l'alcalose metabolique ; 

- en la diminuant ; la calcitonine et l'acidose metabolique. 

12. Phosphore 

C'est un element metallolde de poids atomique 31. Un adulte de 70 kg en 
possede environ 600 g (soit pres de 20 moles) essentiellement sous forme de 
phosphates. 

1.2.1. Besoins en phosphates etapports alimentaires 

Chez un adulte ils sont de l'ordre de 31 mmol/24 h (1 g), davantage chez un 
enfant pendant sa croissance. En Europe l'alimentation couvre largement ces 
besoins en apportant des aliments riches en phosphates tels que le lait et les lai- 
tages, la viande (acides nucleiques), les oeufs (lecithines) et les cereales. 

7.2.2. Absorption 

L'absorption des phosphates se fait essentiellement au niveau du jejunum et 
de l'ileon oil l'absorption nette est de l'ordre de 65 % des phosphates ingeres. 
Comme pour le calcium il existe une absorption passive para-cellulaire qui ne 
depend que du gradient de concentration en phosphates entre la lumiere intestinale 
et le plasma, et une absorption active, cellulaire, dependant de la 1,25-dihydroxy - 
vitamine D 3 . 

Cependant si les apports alimentaires augmentent, la fraction absorbee aug- 
mente dans les memes proportions, l'absorption n'etant pas regulee comme 
pour le calcium. La quantite de phosphates absorbes quotidiennement est done 
tres variable en fonction de l'alimentation. 

1.2.3. Repartition dans I'organisme 

1.2.3.1. Repartition quantitative 

- 85 % des phosphates sont lies au calcium au niveau de l'os sous forme de 
cristaux d'hydroxyapatite. 

- 14 % se localisent au niveau des cellules des tissus mous. 

- 1 % se retrouve dans les liquides extracellulaires dont le sang. 
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1.2.3.2. Phosphates plasmatiques 

Le plasma contient plus de 4 mmol/1 de phosphates sous forme de : 

- Phosphates organiques ; ATP, phospholipides. 

- Phosphates inorganiques (Pi) ; c'est ce qui est dose sous le nom de phos- 
phoremie ou phosphatemie ; 90 % des Pi sont ultrafiltrables et 10 % sont lies 
a des proteines. La valeur physiologique de la phosphatemie est de 0,8 a 
1,3 mmol/l cependant avec des variations parfois plus importantes en fonction 
des apports alimentaires et du metabolisme energetique. Au pH du sang 15 % 
des Pi sont sous forme monometallique (H 2 P0 4 - ) et 85 % sous forme bimetal- 
lique (HP0 4 2- ) ce qui leur permet d'intervenir dans l'equilibre acido-basique. 

1.2.4. Elimination 

1.2.4.1. Eliminationfecale 

Comme pour le calcium les selles contiennent les phosphates non absorbes et 
ceux contenus dans les sues digestifs. L'elimination des phosphates est surtout 
renale. 

1.2.4.2. Elimination renale 

Le phosphore inorganique ultrafiltrable est fibre au niveau du rein mais 90 % 
sont reabsorbes dans le tubule proximal. Cette reabsorption ne depasse pas un 
taux maximum de reabsorption (TmPi) au-dela duquel l'elimination urinaire est 
proportionnelle a la phosphoremie. 

L'elimination urinaire est done largement dependante de l'alimentation, et 
comme pour le calcium, on peut dire que chez un adulte jeune normal, la quan¬ 
tity de phosphates excretee dans les urines, de 10 a 25 nmiol/24 h, correspond a 
l'aboiption nette intestinale. 

Cette reabsorption est influencee par les besoins cellulaires en phosphates, 
sans que l'on sache precisement le mecanisme, mais la reabsorption augmente 
quand les besoins cellulaires augmentent et reciproquement. 

Cette reabsorption est soumise, de plus, a une regulation hormonale et humo- 
rale : 

- la PTH entraine une diminution de la reabsorption des Pi, ainsi que les cor- 
ticosteroides, la calcitonine a fortes doses et l'acidose metabolique ; 

- l'hormone de croissance va augmenter au contraire, la reabsorption des Pi. 


2 . Regulation du metabolisme phosphocalcique 


L'importance physiologique du calcium plasmatique et plus precisement sa 
fraction ionisee fait que ce parametre doit etre maintenu dans des limites tres 
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etroites, et de fait c'est l'un des elements les plus stables de notre plasma san- 
guin. 

Les Pi sont moins bien regules. 

La regulation fait intervenir trois sites : le tube digestif, l'os, et le rein au 
niveau desquels peuvent intervenir trois hormones : la PTH, la calcitonine, et 
la vitamine D. 


2.1. Sites de regulation 

2.1.1. Tube digestif 

Tous les elements ont ete donnes dans la partie metabolique. 

Rappelons que l'absorption du calcium et celle du phosphore sont influencees 
par la 1,25 -dihydroxy vitamine D 3 , celle-ci etant necessaire au transfert actif de 
ces elements a travers la cellule intestinale. La parathormone et la calcitonine 
n'ont pas d'action directe sur le tube digestif. L'absorption du calcium est regu- 
lee en fonction des apports, alors que celle des phosphates ne l'est pas. 

2.7.2. Os 

On a cru pendant longtemps que l'os etait un tissu inerte jouant un role de 
simple armature. Nous savons maintenant qu'il est en perpetuel remaniement et 
qu'un phenomene de construction osseuse appele accretion doit compenser 
exactement un phenomene de destruction appele resorption. Par ce biais il peut 
etre considere comme un veritable organe metabolique participant activement a 
l'homeostasie calcique. 

2.1.2.1. Rappel structural 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif calcifie forme d'une matrice proteique, 
appelee tissu osteoi'de, dans laquelle sont inclus des cristaux de phosphate de 
calcium, surtout sous forme d'hydroxyapatiie. 

- Le tissu osteoi'de est essentiellement constitue d'une proteine fibreuse, le 
collagene de type I, disposee en reseau au sein de la substance fondamentale. A 
cote du collagene d’autres proteines ont ete decouvertes ; il s'agit de l'osteocal- 
cine (bone Glaprotein ou BGP des Anglo-Saxons) et de l'osteonectine. 

- La fraction minerale de l'os est constitute par de petits cristaux hexago- 
naux disposes longitudinalement sur les fibres de collagene. Le calcium s'y 
trouve pour une grande part sous forme d'hydroxyapatite (Ca 3 (P0 4 ) 2 ) 3 , 
Ca(OH) 2 et un peu sous forme de carbonate apatite (Ca 3 (P0 4 ) 2 ) 3 , CaC03. 

Chaque cristal osseux est forme de trois couches : un noyau oil le calcium est 
fixe et tres difficilement mobilisable, une couche moyenne hydratee ou le cal¬ 
cium est labile et mobilisable, une couche peripherique aqueuse a travers 
laquelle se font les echanges avec le milieu extracellulaire. 
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Ce tissu n'est pas fige mais en perpetuel remodelage sous Faction des cellules 
osseuses. 

2.1.2.2. Remodelage osseux 

II est le fait de trois types de cellules : les osteoblastes, les osteocytes et les 
osteoclastes. 

- Les osteoblastes sont des cellules de grande taille, mononucleees, issues 
de cellules mesenchymateuses. Ils sont responsables de l'edification du tissu 
osseux en formant une couche monocellulaire au contact du tissu osteoide qu'ils 
viennent de construire. Ils synthetisent le collagene, l'osteocalcine, l'osteonec- 
tine, et les glycosaminoglycannes, ces derniers rentrant dans la structure de la 
substance fondamentale. 

Ces osteoblastes participent ensuite a la mineralisation du tissu osteoide en 
secretant certaines enzymes, les phosphatases alcalines, qui permettront la pre¬ 
cipitation puis la nucleation du phosphate tricalcique qui donnera l'hydroxyapa- 
tite. La progression de la calcification va englober les osteoblastes au sein du 
tissu osseux. Ils vont alors devenir des osteocytes. 

Toute augmentation de la synthese du tissu osteoide pourra se traduire par 
une augmentation de l'activite sanguine des phosphatases alcalines accompa- 
gnee de l'augmentation du taux sanguin de l'osteocalcine. 

- Les osteocytes sont des cellules emprisonnees entre les lamelles osseuses. 
Elies emettent de fines ramifications le long des lamelles et d'une lamelle a 
l'autre a l'interieur de canalicules. Elies seraient capables d'accretion et de 
resorbption strictement localisees et de ce fait elles semblent intervenir active- 
ment dans la regulation de la calcemie. 

- Les osteoclastes sont des cellules geantes plurinucleees naissant de la 
fusion des macrophages. Elles creusent l'os compact, creant des cavites de 
resorption en solubilisant les cristaux d'hydroxyapatite et en hydrolysant le col¬ 
lagene. Ces cellules sont tres mobiles et s'appliquent contre l'os pendant la 
phase de resorption. 

Frost a montre que les deux phenomenes de resorption et d'accretion etaient 
intimement lies dans le temps et dans l'espace. 

A un instant donne, dans un endroit donne, un processus d'activation (A) 
inconnu (origine endocrinienne ou mecanique ?) conduit a l'apparition d'un 
foyer de resorption (R) occupe par des osteoclastes. La cavite ainsi creusee 
sera secondairement comblee par du tissu osteoide elabore par des osteoblastes 
au cours d'une phase de formation (F) et cette matrice sera enfin mineralisee. 
La sequence est toujours la meme A -> R —> F. II y a toujours une zone ante- 
rieure de resorption et une zone posterieure de formation et la duree de la 
resorption est toujours beaucoup plus courte que celle de l'accretion. L'en- 
semble du foyer forme un basic multicellular unit (BMU). L'activite des BMU 
dont les evolutions sont decalees dans le temps (figure 3.3) ne concerne simul- 
tanement que 20 % au plus des faces osseuses. La duree de vie d'un BMU est 
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chez l'homme normal estimee a trois ou quatre mois pour l'os cortical haver- 
sien. 

Chez l'adulte, resorption et reconstruction doivent s'equilibrer a l'etat nor¬ 
mal. Un desequilibre peut exister : 

- soit par manque de mineralisation qui se traduit par un exces de tissu osteoide, 
c'est Vosteomalacie de l'adulte, equivalent du rachitisme chez l'enfant; 

- soit par un exces de resorption portant sur la fraction proteique et sur la 
fraction minerale, c'est Vosteoporose. 


Basic Multicellular Unit 



Temps 
en mois 




' ‘ Resorption Formation 

Activation 


Figure 3.3 • Dynamique du remodelage osseux. 


Ce renouvehement osseux permanent est a Forigine d’un certain nombre de 
dosages sanguins et urinaires permettant d’apprecier Fequilibre qui doit exister 
entre la destruction et la reconstruction de l’os. Ces « marqueurs du remodelage 
osseux » sont d'une grande utilite en particulier pour le depistage d'une destruc¬ 
tion trop importante (osteoporose). 

- Les marqueurs du remodelage osseux s'apprehendent mieux s'ils sont 
replaces dans le contexte de la synthese du collagene 1 (figure 3.4). 

Au niveau osseux les osteoblastes synthetisent des chaines polypeptidiques 
qui vont s'assembler par 3 (2 chaines al et une chaine a2 pour le collagene I) 
au sein d'une triple helice constituant le procollagene. Ces polypeptides sont 
riches en certains acides amines comme l'hydroxyproline et la lysine (LYS). 
Des peptides appeles « peptides d'extension » sont ensuite coupes aux 2 extre- 
mites : PICP du cote C-terminal (propeptide C-terminal du procollagene I) 
libere dans la circulation sanguine et peptides N-terminaux vraisemblablement 
reincorpores dans l'os. On obtient ainsi le tropocollagene qui possede aux extre- 
mites non helicoidales des telopeptid.es C et N-terminaux. Le PICP pourra servir 
de marqueur de formation osseuse. 
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a1 a2 Chaines polypeptidiques 


Procollagene 
Peptides d'extension 
- Telopeptides 

Tropocollagene 



Figure 3.4 • Biosynthese du collagene. 


Au sein de l'helice certaines lysines seront oxydees en hydroxylysines (HYL) 
et celles ci pourront participer a la creation de « ponts ». En effet plusieurs 
molecules de tropocollagene s'assembleront ensuite pour constituer la fibrille de 
collagene et seront reunies par des ponts « pyridinolines » (crosslinks). Deux 
types de ponts sont retrouves : 

- le pont pyridinoline (Pyr) unissant 2 residus hydroxylysyl (un sur al un sur 
a2) des telopeptides de 2 tropocollagenes differents a une hydroxylysine de la 
partie helicoidale d'un troisieme procollagene (Pyr = HYL(al)-HYL (a2)-HYL) ; 

- le pont desoxypyridinoline (D-Pyr) qui voit le remplacement de l'hydroxy- 
lysine de la partie helicoidale par une lysine (D-Pyr = HYL(al)-HYL (a2)- 
LYS). 

La formation osseuse sera done appreciee par les dosages sanguins des phos¬ 
phatases alcalines, de l'osteocalcine et du propeptide C-terminal du procolla¬ 
gene I. 

Au contraire lors de la destruction du collagene on pourra doser un certain 
nombre de molecules dans les urines comme Yhydroxyproline, les telopeptides 
C ou N-terminaux et les pyridinolines associant pyridoline et desoxypyridino¬ 
line. Ces pyridinolines sont retrouvees soit sous la forme du pont seul (40 %) 
soit sous la forme du pont associe a des petits peptides (60 %). 

2.1.2.3. Systeme osteocytes/cellules de revetement 

Toutes les surfaces au repos (done en dehors d'un BMU) sont recouvertes 
d'une membrane fenestree formee de cellules de revetement, possedant des pro- 
prietes osteocytiques, et communiquant avec les osteocytes plus profonds par 
leurs ramifications (figure 3.5). 

Selon une-theorie recente ces cellules joueraient un role tres important dans 
l'homeostasie calcique. Un transport passif du calcium ionise s'effectue du 
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liquide extracellulaire extra-osseux en equilibre avec le sang (1,20 mmol/1) vers 
le liquide extracellulaire intra-osseux (0,4 mmol/1) qui est en equilibre avec les 
osteocytes et l'os environnant. 

Dans le but d'equilibrer cet influx de Ca" 1 "" 1 ", un mecanisme actif sensible a la 
PTH et a la calcitonine est localise dans les cellules de revetement et rejette le 
Qi 1 " 1 " vers le liquide extracellulaire extra-osseux et done le sang. La possibilite 
de pompage d'un tel systeme peut aller jusqu'a 240 mmol/24 h et contribue 
done tres fortement a la regulation du calcium ionise plasmatique. 


Liquide extracellulaire 
extra-osseux 


Transport passif 


Transport actif 


Osteocyte 


Liquide extracellulaire 
intra-osseux 



Vaisseau sanguin 


Cellule de 
revetement 


Figure 3.5 • Systeme osteocytes/cellules de revetement 


La PTH augmente le rejet par les cellules de revetement alors que la calcito¬ 
nine le diminue. 

2.1.3. Rein 

Le rein par sa possibilite de filtration et de reabsorption du calcium et du 
phosphore va jouer un grand role dans l'homeostasie phosphocalcique. Les ele- 
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ments de la fonction renale ont ete donnes precedemment. Rappelons qu'il 
existe un taux de reabsorption maximal pour le phosphore alors qu'il n'en existe 
pas pour le calcium. 

2.2. Hormones regulatrices 

R iles sont au nombre de trois : la parathonnone, la calcitonine, et les derives 
de la vitamine D qui peuvent etre consideres comme de veritables produits hor- 
monaux. 

2.2.1. Parathonnone 

2.2.1.1. Metabolisme 

La parathortnone est synthetisee par les cellules principales des parathyroides 
sous forme d'un precurseur (pre-pro PTH) de 115 acides amines (AA). Celui-ci 
est ensuite clive pour donner la pro-PTH de 90 AA qui est stockee dans les gra¬ 
nules cytoplasmiques. Apres proteolyse elle est finalement secretee dans la cir¬ 
culation sous forme d'hormone active composee de 84 AA. 

Cette PTH 1-84 est clivee dans le foie et dans les reins pour donner un frag¬ 
ment N-terminal ci 34 AA qui est porteur de toute I'activite biologique, et dont 
la demi-vie est tres courte, (moins de 5 minutes). Ce fragment stimule la pro¬ 
duction intracellulaire d'AMP cyclique (AMPc) par l'intermediaire duquel il 
manifeste son action au niveau des organes cibles. C'est ainsi qu'il fait secreter 
de l'AMPc par les cellules du tube proximal qui vont ensuite l’excreter dans les 
urines : c'est l'AMPc nephrogenique qui est considere pour cette raison comme 
un bon reflet de la secretion de la PTH. Ce fragment 1-34 est degrade dans les 
tissus cibles. 

La partie C-terminale peut etre representee par un ou plusieurs fragments qui 
sont tous depourvus d'activite biologique. Leur clairance metabolique est assu¬ 
me par filtration glomerulaire puis catabolisme dans les cellules du tubule renal. 

Auparavant la plupart des dosages de la PTH utilisaient des antiserums diri- 
ges contre les fragments C-terminaux ce qui expliquait les variations impor- 
tantes observees en fonction de l'etat renal. II est possible maintenant de doser 
la PTH 1-84 ce qui permet de connaitre la secretion reelle parathyroidienne. 

2.2.1.2. Fonctions biologiques 

R iles ont ete precisees au fur et a mesure du metabolisme. Elies sont resu- 
mees dans la figure 3.6. 

Le stimulus de la secretion de PTH est le taux plasmatique de Cu" 1 "" 1 '. Une 
diminution du ((a’ 1 ’ 4 " entraine une augmentation de secretion de la parathonnone 
et au contraire une augmentation du (Ta" 1 " 1 ' est responsable d'une diminution de 
secretion de la PTH. Le taux des phosphates n'a aucune action sur la secretion 
de la PTH. 
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Au niveau de Vos la PTH augmente le nombre de sites de remodelage ce 

qui explique que pour des concentrations physiologiques cette resorption soit 
suivie d'une accretion osseuse secondaire. Cependant pour des concentrations 
tres elevees la resorption l'emporte sur l'accretion et Faction de la PTH aboutit 
a une destruction progressive de l'os. 

Au niveau du rein, outre les actions sur le metabolisme du calcium et du 
phosphore la PTH stimule la production renale du metabolite le plus actif de 
la vitamine D, le la, 25-diOH D 3 . 



Pasd'actiondirecte 


Resorption osteoclastique 

Rejet du Qa par le systeme 
des osteocytes 

Reabsorption du calcium 
Reabsorption des phosphates 


Figure 3.6 • Fonctions biologiques de la parathormone. 


Au total la PTH est une hormone hypercalcemiante et hypophosphore- 
miante. 

2.2.2. Calcitonine 

2.2.2.1. Metabolisme 

La calcitonine (CT) est synthetisee et secretee par les cellules parafollicu- 
laires de la thyroide. La secretion est surtout regulee par le calcium extracellu- 
laire mais la prise alimentaire et certaines hormones comme la gastrine et le glu¬ 
cagon jouent un role. Une augmentation du calcium extracellulaire entraine une 
augmentation de la secretion de CT, alors qu'une diminution de calcium extra¬ 
cellulaire inhibe cette secretion. 
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La calcitonine est secretee sous forme d'une pro-hormone qui sera coupee 
pour donner un peptide circulant de 32 AA. 

2.22.2. Fonctions biologiques 

La CT a des fonctions complexes qui ne sont pas encore bien connues. Le 
role principal de cette hormone est de stimuler les capacites corporelles a 
s'adapter a une surcharge calcique. Certaines fonctions de cette hormone sont 
regroupees dans lajigure 3.7. 

Am niveau du rein une injection unique de calcitonine augmente l'excretion 
de calcium par diminution de sa reabsorption. Une injection continue va aug- 
menter la calciurie dans un premier temps, mais la diminuer ensuite du fait de la 
diminution de la resorption osseuse. 

Elle a de plus, une action freinatrice sur la transformation renale du metabo¬ 
lite 25-OH de la vitamine D. 



Pasd'actiondirecte 


| La resorption osteoclastique 

I Le rejet du Qa par le systeme 
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| La reabsorption du calcium 
La reabsorption des phosphates 


Figure 3.7 • Fonctions biologiques de la calcitonine. 

Au total, c'est une hormone hypocalcemiante. 


2.2.3. Vitamine D 

Ce sont les metabolites de la vitamine D 3 (D 3 ) qui ont une action dans le 
metabolisme phosphocalcique. On continue a les denommer vitamines bien que 
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l'organisme humain soit capable de les synthetiser et de ce fait il faut les consi- 
derer comme de veritables hormones. 

2.2.3.1. Metabolisme 

Le metabolite le plus actif est le la, 25-dihydroxyvitamine Dy dont la syn¬ 
these est representee dans la figure 3.8. 

L'hormone active est synthetisee a partir de la vitamine D^, ou cholecalcife- 
rol. Le cholecalciferol est soit d'origine alimentaire (vitamine D 3 naturelle) 
soit synthetise a partir du 7-dehydrocholesterol de la peau sous Faction des 
rayons ultraviolets. Le 7-dehydrocholesterol est un precurseur direct dans la 
synthese du cholesterol, mais se retrouve aussi dans le jaune d'oeuf, les pois- 
sons et le lait. 

Apres une premiere hydroxylation hepatique sur le carbone 25 du cholecalci¬ 
ferol, la synthese se poursuit par une hydroxylation renale en position a sur le 
carbone 1 et aboutit au la, 25-dihydroxyvitamine Dy ou calcitriol. 


Alimentation Synthese du cholesterol 



7-dehydrocholesterol 
de la peau 


Vitamine D 3 



Figure 3.8 • Metabolisme de la vitamine D3. 
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Cette demiere hydroxylation est le fait d'une enzyme renale, la la hydroxy¬ 
lase. 

II existe d'autres-hydroxylases renales et en particular la 24 hydroxylase qui 
synthetise le 24, 25-diOH Dy metabolite dont on ne connait pas encore precise- 
rnent le role. 

L'activite biologique maximale est le fait du calcitriol mais comme l'orga- 
nisme fabrique cent fois plus de 25-OH D 3 ce metabolite peut avoii' quelques 
effets biologiques directs. 

La synthese du la, 25-diOH D 3 est regulee par l'activite de la la hydroxy¬ 
lase comme le montre la figure 3.9. 
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Hypercalcemie 


Calcitonine Hyperphosphatemie 


Figure 3.9 • Regulation de la synthese du calcitriol. 


Celle-ci est activee par la parathormone, l'hypocalcemie et l'hypophosphate- 
mie. L'hormone de croissance et la prolactine stimulent aussi cette enzyme 
comme cela est observe chez l'enfant pendant la croissance et chez la femme 
quiallaite. 

Au contraire l'hypercalcemie, l'hyperphosphoremie importante et la calcito¬ 
nine inhibent faction de l'enzyme. 

Enfin le taux circulant de calcitriol regule l'activite de l'enzyme par un meca- 
nisme de feed-back. 

La reduction de la masse nephronique observee au cours du vieillissement ou 
de l'insuffisance renale entraine toujours une diminution de production du calci¬ 
triol. 

La demi-vie de cette hormone est de 12 heures. 
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2.23.2. Fonctions biologiques 

L'effet principal du calcitriol est de fournir des quantites suffisantes de cal¬ 
cium et de phosphore au niveau de l'os pour permettre la mineralisation de ce 
dernier. 

Elle agit surtout sur l'intestin et sur l'os (figure 3.10). 



Absorption du calcium 

Absorption des phosphates 


Resorption osteoclastique 
de l'os ancien 

Mineralisation du tissu osteoi'de 
Effet permissif sur la parathormone 


Figure 3.10 • Fonctions biologiques du calcitriol. 


Au niveau de l'intestin elle favorise l'absorption du calcium et du phosphore. 

Au niveau de l'os la carence en vitamine D entraine un defaut de mineralisa¬ 
tion du tissu osteoi'de responsable du rachitisme chez l'enfant et de l'osteomala- 
cie chez l'adulte. Son action sur les osteoblastes est responsable de la synthese 
du collagene et de l'osteocalcine avec stimulation de l'activite des phosphatases 
alcalines favorisant la mineralisation. 

De plus sa presence est indispensable pour que la parathormone puisse exer- 
cer son action osteolytique. 

Le calcitriol est aussi capable d'activer les osteoclastes de l'os ancien pour 
fournir le calcium et le phosphore necessaires a la mineralisation du tissu 
osteoi'de de l'os nouveau. 
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2.2.4. Autres hormones 

2.2.4.1. Hormones sexuelles 

Elies augmentent l'absorption intestinale du calcium et favorisent la synthese 
de la trame proteique de l'os ainsi que sa mineralisation. L'osteoporose post- 
menopausique est en grande partie expliquee par la disparition des oestrogenes a 
cette periode de la vie. 

2.2.4.2. Cortisol 

II freine la mineralisation de l'os ainsi que la synthese de la trame proteique. 
Par ailleurs, il diminue l'absorption intestinale du calcium. 


3. Exploration du metabolisme phosphocalcique 

R ile revet une importance fondamentale, en particulier dans les affections 
squelettiques car les renseignements cliniques et radiologiques sont souvent peu 
suggestifs. 

II existe des methodes d'exploration statique et dynamique. 

3.1. Exploration statique 

Le metabolisme deja decrit permet de comprendre la liste des dosages reper¬ 
tories dans le tableau 3.1 et permettant l'exploration statique de ce metabolisme. 

Ces dosages ne doivent pas etre demandes systematiquement mais selec- 
tionnes en fonction de I'etat clinique et des resultats de la calcemie et de la 
phosphoremie. 

Certains dosages peuvent etre realises dans la plupart des laboratoires (calce¬ 
mie, phosphoremie, exploration de l'elimination renale du calcium et du phos- 
phore, phosphatases alcalines) et permettent une premiere orientation. Tous les 
autres dosages sont realises par des laboratoires plus specialises. 

3.1.1. Calcium etphosphore sanguins 

Ils rentrent le plus souvent dans le cadre des bilans standards et permettent 
dans un grand nombre de cas de depister une pathologie du metabolisme phos¬ 
phocalcique. 


3.1.2. Exploration de Velimination renale du calcium 

- La calciurie des 24 heures presente l'inconvenient du prelevement urinaire 
sur cette periode, avec souvent des pertes d'urines difficilement mesurables. 
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Tableau 3.1 • Dosages d'exploration statique du bilan phospho-calcique 


Sang 

Urines 

Examen 

Valeur de reference 

Examen 

Valeur de reference 

Calcemie 

2,15-2,55 mmol/1 

Calciurie des 24 h 

2,5-10 mmol/24 h 

Calcium ionise 

1,17-1,30 cemol/1 



Phosphatemie 

0,8-1,3 mmol/1 

Phosphaturie des 24 h 

10-30 mmol/24 h 

Marqueurs du remodelage osseux 

Phosphatases alcalines 

* 

Hydroxyprolinurie 

75-300 p.mol/24 h 

Propeptide C-terminalduprocollagene 1 ** 

Pyridinolines ** 


Osteocalcine 

2-10 p,g/l 

Telopeptides C et N-terminaux ** 

Facteurs de regulation du metabolisme phospho-calcique 

Parathormone (1-84) 

10-55 ng/1 

AMPc total 

2-6 IJimoV24 h 

Calcitonine 

8-35 ng/1 

AMPc nephrogenique 

1,5-2,5 p,mol/24h 

Metabolites de la vitamine D 3 



25-OH D 3 

7-35 p.g/1 



Calcitriol 

20-96 ng/1 



AMPc 

14-23 nmol/1 




* La valeur de reference depend de la methode employee. Au CHU de Toulouse (Ran- 
gueil) les valeurs de reference sont les suivantes : 30-125 UI a 37° C. 

** Les valeurs de reference dependent de la methode employee. 


- Afin d'eviter les erreurs dues au recueil des urines, il est plus facile de rap- 
porter la concentration urinaire de calcium d'un echantillon d'urines a la 
concentration de creatinine du meme echantillon. 

Ce rapport denomme « indice de Nordin » reflete assez fidelement le calcium 
libere par la resorption osseuse, surtout si le patient etait a jeun depuis la veille au 
soir et si le recueil des urines se pratique le matin le plus souvent entre 8 h et 10 h. 
Ce rapport est habituellement compris entre 0,08 et 0,25 si les concentrations sont 
exprimees en mg/1. Un indice plus eleve est le temoin d'une osteolyse accrue. 

3.1.3. Exploration de I'elimination renale des phosphates 

L'elimination urinaire des phosphates depend pour une bonne part des 
apports alimentaires. En l'absence d'un controle strict de l'alimentation d'un 
patient, il est de bonne regie de refaire les examens trois jours d'affilee. 
Diverses explorations peuvent etre demandees. 

- La phosphaturie des 24 heures presente le meme inconvenient pour le recueil 
des urines que la calciurie, avec en plus la fluctuation due a l'alimentation. 

- Dans ces conditions on peut calculer l'« indice de Nordin » qui correspond 
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au rapport des concentrations urinaires (en mg/1) des phosphates sur la creatinine. 
Le prelevement est le meme que celui du calcium et les valeurs usuelles sont com¬ 
prises entre 0,3 et 0,8. 

- La clairance des Pi peut etre un test interessant a condition de soumettre le 
malade a un regime phosphore bien defini. Elle se calcule suivant la formule 
suivante : 

U (Pi) = concentration urinaire des Pi 
C _ U (Pi) x V y _ vo j ume ur i na i re par unite de temps 

P (Pi) = concentration plasmatique des Pi 

- L'excretion fractionnelle des Pi rapporte la clairance du phosphore a la 
clairance de la creatinine. Ceci permet d'eliminer les fluctuations de la clairance 
du phosphore dues aux variations du flux glomerulaire lequel est evalue par la 
clairance de la creatinine. 

Clairance du phosphore _ P creatinine x U phosphore 
Clairance de la creatinine P phosphore U creatinine 

Cette excretion fractionnelle correspond au phosphore filtre qui n’est pas 
reabsorbe par les tubules renaux. Elle n'est pas interpretable en soi mais permet 
de calculer le RTP % et le PEI de Nordin definis ci-dessous. 

- L'indiee de reabsorption tabulaire des Pi (RTP %) correspond au pourcen- 
tage de phosphore filtre et reabsorbe. II se calcule d’apres la formule suivante : 

RTP % Pi = (1 - excretion fractionnelle des Pi) x 100 

L'indice normal est de 85 a 95 %. 

- L'indice d'excretion du phosphore (PEI) de Nordin tient compte du phos¬ 
phore sanguin. II se calcule en utilisant la formule suivante : 

Excretion fractionnelle des Pi - 0,055 x P (Pi) + 0,07 

Le resultat physiologique doit etre : - 0,09 < PEI < + 0,09 en exprimant le P 
(Pi) en mg/100 ml (mmol/1 x 31 = mg/1). 

3.1.4. Dosage du calcum ionise 

Le taux des proteines affectant la valeur du calcium total et le calcium io ni se 
etant le calcium physiologiquement actif, son dosage est indispensable pour 
affirmer une pathologie du metabolisme phosphocalcique. 

D est necessaire dans tout changement quantitatif (myelomes...) ou qualitatif 
des proteines (brules, denutrition, syndrome nephrotique, affections malignes...), 
dans toute modification de l'equilibre acidobasique (insuffisance renale...) ou 
par la presence d'anions susceptibles de complexer le calcium (presence de 
citrate dans les sangs transfuses). 
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3.1.5. Activite des phosphatases alcalines 

Dans le plasma, les phosphatases alcalines peuvent etre de diverses origines 
et il est assez difficile d'isoler avec precision celles qui sont d'origine osseuse. 

L'activite globale des phosphatases alcalines plasmatiques depend du reactif 
utilise, et de la temperature de mesure. Chaque laboratoire possede done ses 
valeurs de reference. Cf. chapitre 10. 

Les phosphatases alcalines osseuses ont comme origine les osteoblastes. 

Une activite accrue de ces cellules lors de la construction osseuse a pour reflet 
une augmentation de l'activite des phosphatases alcalines (par exemple chez 
l'enfant pendant sa croissance). Tout renouvellement osseux important et acce- 
lere se traduira par le meme signe. 

Cependant e'est un test peu sensible. Les deux pathologies osseuses au cours 
desquelles on voit une augmentation importante des phosphatases alcalines sont 
l'osteomalacie et la maladie de Paget. Celle-ci presente cycliquement une des¬ 
truction osseuse importante suivie d'une reconstruction anarchique de l'os. 

3.1.6. Osteocalcine 

Cette proteine non collagenique de l'os est de decouverte recente. 

Elle est synthetisee par les osteoblastes en meme temps que les phosphatases 
alcalines. C'est un temoin fiable de l'activite du remodelage osseux. 

R ile est augmentee dans les affections caracterisees par un hyper-remodelage 
osseux (maladie de Paget, metastases osseuses, hyperparathyroidie primitive, 
osteodystrophie renale) et diminuee dans celles qui presentent un hyporemode- 
lage (hypoparathyroidie). 

3.1.7. Propeptide C-terminal du procollagene 1 

C'est un marqueur de formation du collagene 1 et done de l'os. Son elimina¬ 
tion est hepatique et une insuffisance de cet organe peut entrainer une augmen¬ 
tation sans rapport avec la synthese osseuse. 

3.1.8. Hydroxyprolinurie (OHp) 

L'hydroxyproline urinaire a ete le marqueur de resorption le plus utilise. 
Cependant ce dosage est peu specifique de la resorption osseuse car l'elimina- 
tion urinaire de cette molecule represente une fraction seulement de tout le cata- 
bolisme du collagene de l'organisme. Par ailleurs la degradation de certaines 
molecules autres que le collagene peut aboutir a une elimination de cet acide 
amine. 

On lui prefere maintenant d'autres marqueurs comme les telopeptides termi- 
naux et les pyridinolines 
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3.1.9. Telopeptides C et N-terminaux 

Ils constituent des marqueurs sensibles et specifiques de la resorption 
osseuse. Ils sont constitues d'une courte chaine polypeptidique qui peut etre 
ou non associee a un pont pyridinoline ou desoxypyridinoline. Avec les pyri- 
dinolines ils permettent de mettre en evidence une perte osseuse importante. 
Dans le cadre de la menopause ils aident au depistage des femmes ayant un 
risque osteoporotique majeur afin de les faire beneficier d'un traitement pre- 
ventif. Ils offrent, de plus, la possibility de suivre l'efficacite d'un traitement 
chez une femme menopausee. 

3.1.10. Pyridinolines (se reporter a la figure 3.4) 

Ce sont des marqueurs de destruction osseuse. Ce terme de pyridinolines 
regroupe en fait 2 types de molecules de pontage : les pyridinolines proprement 
dites et les desoxypyridinolines. Ces molecules de pontage peuvent etre asso¬ 
ciates a des peptides (forme liee) ou non (forme libre). 

- le pont pyridinoline, qui peut etre du cote C ou N-terminal, associe 3 resi- 
dus hydroxylysyl. II est retrouve plus specifiquement dans l'os et le cartilage. 

- Le pont desoxypyridinoline, lui aussi du cote Cou N-terminal, associe 
2 residus hydroxylysyl a un residu lysyl. II est retrouve plus specifiquement 
dans l'os. 

Actuellement les techniques immunoenzymatiques permettent le dosage en 
bloc des pyridinolines ou le dosage des desoxypyridinolines libres. 

Ils ont la merne valeur diagnostique dans l'osteoporose que les telopeptides. 

3.1.11. Dosage de la parathormone 

Actuellement, le dosage s'effectue par une technique radio-inununometrique 
et permet de determiner le taux de PTH intacte c'est-a-dire de PTH 1-84. Les 
reactions croisees avec les fragments sont totalement eliminees et les dosages de 
ces fragments n'ont plus d'interet. 

Certaines pathologies (voir les hypercalcemies) voient la secretion d'un pep¬ 
tide, le PTH-rp (PTH related peptide) ayant dans sa partie NH 2 terminate 8 des 
13 premiers acides amines de la PTH ce qui lui permet une liaison aux recep- 
teurs de la PTH et done lui octroie toute l'activite biologique de la PTH (activite 
Fm-like) sans pour autant etre reconnu par les anticorps de la technique radio- 
immunometrique. 

Ce dosage permet done de faire la difference entre les hypercalcemies par 
hyperparathyroidie dans lesquelles la PTH est augmentee, et les hypercalcemies 
dues a la secretion d'une PTH-rp (hypercalcemies paraneoplasiques) qui ont un 
taux has de PTH. 
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3.1.12. AMP cyclique nephrogenique 

L'AMPc urinaire est constitue de l'AMPc filtre et non reabsorbe, augmente 
de l'AMPc secrete par les cellules tubulaires renales sous l'influence de la PTH 
(AMPc nephrogenique). 

Le taux de VAMPc nephrogenique est un bon reflet de la secretion de l'hor- 
mone parathyroidienne. 

L'AMPc nephrogenique se calcule par la difference entre l'AMPc excrete et 
l'AMPc filtre dans le meme temps. 

L'AMPc excrete se calcule en faisant le produit du debit urinaire par le taux 
de l'AMPc urinaire. 

L'AMPc filtre se calcule en faisant le produit de la filtration glomerulaire 
(exprimee par la clairance a la creatinine) par le taux de l'AMPc sanguin. 

L'interet biologique de la determination de l'AMPc reside dans le cadre des 
hypercalcemies paraneoplasiques avec secretion de PTH-ip. En effet chez celles- 
ci l'hypercalcemie s'accompagne d'un dosage de la parathormone normal ou 
abaisse. Une augmentation de l'AMPc est en faveur d'une secretion de PTH-ip. 

II existe cependant depuis peu un dosage de la PTH-ip qui permettra le dia¬ 
gnostic de ces pathologies. 

3.1.13. Dosage de la calcitonine 

Encore peu demande, il peut cependant etre realise dans certains laboratoires 
specialises. 

3.1.14. Dosages des metabolites de la vitamine D 3 

Le dosage separe du 25-OH D3 et du calcitriol (la, 25-diOH D3) permet de 
faire la difference entre les hypocalcemies dues a un defaut d'apport ou d'enso- 
leillement (25-OH D3 bas) et les hypocalcemies dues a un defaut du metabo- 
lisme de la vitamine (25-OH D3 normal et calcitriol bas). Certaines hypocalce¬ 
mies peuvent etre dues a un defaut d'utilisation du calcitriol (25-OH D3 normal 
et taux eleve de calcitriol). 


3.2. Exploration dynamique 

La qualite et la diversite des differents dosages exposes dans l'exploration 
statique a permis de diminuer la batterie des tests dynamiques autrefois tres 
nombreux. Les rares tests dynamiques qui sont encore pratiques ne font que pre¬ 
cise!' et completer les informations obtenues par les dosages. 



Metabolisme phosphacaIciaite 


.g5 


3.2.7. Epreuve a la PTH exogene 

Cette epreuve consiste a administrer 100 unites/m 2 de surface corporelle de 
PTH et a suivre la reponse tubulaire renale par l'exploration de la reabsorption 
des phosphates et la secretion de l’AMPc nephrogenique. 

Ce test permet de faire la difference entre l'hypoparathyroidie dans laquelle la 
secretion de PTH est diminuee et la pseudohypoparathyroldie qui voit une 
secretion quantitativement normale de PTH mais une insensibilite des organes 
cibles a cette hormone. Une interpretation plus precise de ce test sera faite avec 
les hypocalcemies pseudoparathyroldiennes. 

3.2.2. TestdePAK 

Ce test se fait chez un sujet presentant une hypercalciurie avec lithiase renale 
et pour lequelle aucune cause n 'a pu etre retrouvee (tous les autres tests sta- 
tiques sont normaux). 

Pendant 10 jours, on soumet le patient a un regime pauvre en calcium. 

Le 1 leme jour on determine sur une miction sa calciurie de base, soit (Ui Ul, 
on lui fait ingerer 1 g de calcium et 4 heures apres sa calciurie est mesuree, soit 
CaU2. 

Si (ja Ul est augmentee et si (Ui U2 est tres augmentee, l'hypercalciurie est 
d'origine renale (le rein n’est pas capable de reabsorber le calcium). 

Si (ja Ul est normale et si (Ui U2 est tres augmentee, l’hypercalciurie est 
d'origine digestive (le tube digestif absorbe trop de calcium). 

3.2.3. Hypercalciurie provoquee 

Ce test n’est plus qu'exceptionnellement pratique. II permet de faire la diffe¬ 
rence entre les osteomalacies et les osteoporoses (voir les perturbations metabo- 
liques de l'os). 

II consiste en l'injection de 180 mg de calcium sous forme de gluconate chez 
un patient dont on connait la calciurie de base. La calciurie de ce sujet est deter- 
minee pendant les 24 heures qui suivent l'injection du gluconate de calcium. 

Un sujet normal doit eliminer environ 40 a 45 % du calcium injecte. 

Un sujet presentant une osteomalacie fixera au niveau de l'os pratiquement 
tout le calcium injecte et 5 a 10 % seulement de celui-ci se retrouveront dans les 
urines. 

Un sujet osteoporotique est incapable de fixer le calcium et ses urines 
contiendront environ 70 a 80 % de la dose injectee. 
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4. Variations pathologiques 

4.1. Variations de la calcemie 

4.1.1. Hypercalcemies 

Elies correspondent a une calcemie superieure a 2,55 mmol/1 avec un taux de 
proteines normal. Dans le cas contraire l'affirmation de l'hypercalcemie se fera 
sur le resultat du calcium ionise. 

Cliniquement on peut trouver : 

- des signes digestifs : anorexie, nausees, vomissements ; 

- des signes neurologiques : asthenie physique et psychique pouvant aller 
jusqu'au coma ; 

- des signes cardiovasculaires : troubles du rythme, hypertension. 

Ces signes n'ont pas de caracteres specifiques et sont souvent meconnus si la 
calcemie n'est pas dosee. 

Au point de vue etiologique, elles peuvent etre classees en : 

- hypercalcemies neoplasiques (60 % des hypercalcemies) ; 

- hypercalcemies non neoplasiques (40 % des hypercalcemies). 

4.1.1.1. Hypercalcemies neoplasiques 

L'hypercalcemie constitue une complication frequente des neoplasies et appa- 
rait assez tard dans revolution. Elle est toujours due a une augmentation de la 
resorption osseuse, celle-ci pouvant etre due a une osteolyse locale engendree 
par la tumeur ou a une secretion par la tumeur d'un peptide « PTH-like » ayant 
toutes les fonctions biologiques de la PTH. 

L'hypercalcemie sera responsable d'une diminution de la secretion de PTH 
accompagnee d'une diminution du calcitriol. 

La diminution de la reabsorption renale du calcium (due a l'abondance du 
calcium fibre) permet de lutter contre l'hypercalcemie, mais le rein ne peut 
s'adapter que dans une certaine limite au-dela de laquelle une insuffisance 
renale peut survenir. 

• Les hypercalcemies neoplasiques par osteolyse locale (10 % des hypercalcemies) 

- Tumeurs solides avec metastases osseuses ; principalement cancer du sein 
chez la femme, mais aussi dans les deux sexes, cancers du poumon, du rein, de 
la thyroide. 

La resorption osseuse est due soit a Faction des cellules carcinomateuses 
elles-memes, soit a Faction des osteoclastes actives par certains peptides synthe- 
tises par les cellules cancereuses ou les cellules inflammatoires qui sont autour 
des metastases. 

- Myelomes multiples. 

La resorption osseuse est due a une hyperactivite osteoclastique vraisembla- 
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blement en rapport avec la secretion par les cellules myelomateuses d'activa- 
teurs des osteoclastes appeles OAF (osteoclast activating factors). 

• Les hypercalcemies paraneoplasiques par secretion d'unpeptide PTH-like 

(50 % des hypercalcemies). 

Tres souvent au cours d'un certain nombre de cancers (larynx, pharynx, pou- 
mon, col uterin, vulve, peau, rein, vessie, ovaire) les cellules carcinomateuses 
peuvent secreter un peptide qui possede 141 AA et dont la partie NH 2 terminale 
comporte 8 des 13 premiers AA de la PTH. Ceci lui permet de se Her aux recep- 
teurs de la PTH et lui donne toute l'activite biologique de la PTH. Cependant la 
technique de dosage qui prend en « sandwich » la PTH entre deux anticorps ne 
reconnait pas la PTH-like (la partie NH 2 terminale est reconnue rnais non la par- 
tie COOH terminale). 

Cette substance parathormone-like disparait avec l'ablation de la tumeur neo- 
plasique. 

4.1.1.2. Hypercalcemies non neoplasiques 

• Hyperparathyroidie primitive (25 % des hypercalcemies) 

La secretion exageree de PTH est le plus souvent due a un adenome parathy- 
roi'dien, plus rare me nt a un cancer. 

L'hypercalcemie est la resultante de Faction de la PTH et de l'augmentation 
de la synthese de calcitriol. En effet l'exces de PTH est responsable d'une dimi¬ 
nution de la reabsorption renale des phosphates se traduisant par une hypophos- 
phoremie, a son tour responsable (avec la PTH) de Faugmentation de synthese 
du calcitriol. Malgre la reabsorption intense du calcium la calciurie est augmen- 
tee, consequence d'une filtration glomerulaire trop importante. 

• Causes rares d'hypercalcemie 

- Intoxication par la vitamine D : peut se voir - dans les traitements chro- 
niques par les derives de cette vitamine. 

- La sarcoidose de Besnier-Boeck-Shaumann : on attribue l'hypercalcemie 
a une augmentation de la synthese du calcitriol par les cellules du tissu sarcoi- 
dien. 

- La maladie des buveurs de lait : l'hypercalcemie est observee chez des 
patients ulcereux traites par des produits alcalins et buvant beaucoup de lait (le 
lait par son alcalinite lutte contre la douleur). 

- Hyperthyroi'die : 20 % des hyperthyroi'dies s'accompagnent d'une hypercalce- 
mie dont serait responsable Faugmentation du remodelage osseux du aux hor¬ 
mones thyroldiennes. 

- L'immobilisation prolongee : elle peut entramer une diminution de la 
formation osseuse au profit de la resorption. 
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- Insuffisance renale chronique au stade terminal : la physiopathologie de 
celle-ci sera exposee avec l'hypocalcemie de l'insuffisance renale. 

4.1.2. Hypocalcemies 

Ril es correspondent a une calcemie inferieure a 2,15 mmol/1, pour une proti- 
demie normale. L'affirmation de l'hypocalcemie se fera ici aussi par le dosage 
du calcium ionise. 

Cliniquement on trouve des signes d'hyperexcitabilite neuromusculaire don- 
nant au maximum, surtout chez l'enfant, le syndrome tetanique. 

L'intensite des manifestations cliniques depend en grande partie de la bruta- 
lite des changements de la calcemie, les diminutions lentement progressives 
etant assez bien supportees. 

Les etiologies permettent de les classer en : 

- hypocalcemies extraparathyroldiennes ; 

- hypocalcemies parathyroidiennes ; 

- hypocalcemies pseudoparathyroldiennes. 

4.1.2.1. Hypocalcemies extraparathyroldiennes 

Elies peuvent etre dues a un defaut d'apport en calcium, a un defaut de son 
absorption digestive ou a un defaut de sa reabsorption renale. 

La diminution des apports est extremement rare sous nos climats, puisque 
meme un regime depourvu d'apports laitiers apporte le minimum necessaire 
pour avoir un bilan nul. 

Les carences en derives de la vitamine D sont responsables du rachitisme 
chez l'enfant et de I'osteomalacie chez l'adulte. 

Elies peuvent etre dues a : 

- une carence d’apport, surtout dans les pays sous developpes ; 

- une carence en exposition au soleil, plus frequente chez les sujets ages ; 

- une malabsorption : maladie coeliaque, malabsorption des graisses et des 
vitamines liposolubles, affections biliaires ; 

- une perturbation dans le metabolisme de la vitamine D, (absence d'hydroxy- 
lation hepatique ou renale). 

Certains patients n’ont pas de carence en vitamine D, mais il existe chez eux 
une resistance, une insensibilite des recepteurs au calcitriol. Ces hypocalcemies 
vitamino-resistantes ne sont pas ameliorees par l'apport de vitamine D. 

L'insuffisance renale chronique est la consequence de la reduction de volume 
de la masse nephronique. Celle-ci s'accompagne de la reduction de la filtration 
glomerulaire ainsi que de la diminution de la synthese de la la hydroxylase. La 
diminution du nombre de nephrons est responsable de la moindre filtration des 
Pi et de l'augmentation du taux sanguin de ce derniers. 

L’hypocalcemie qui est le resultat de la diminution du calcitriol et du depot de 
phosphate de calcium dans les tissus mous (vraisemblablement du a l'hyperphos- 
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phoremie) est responsable d'une hypersecretion de PTH developpant une hyper- 
parathyroidie secondaire. 

II semble maintenant admis qu'il existerait, a la longue chez ces malades, une 
perennite de cette hyperparathyroi'die secondaire avec hyperresorption de l'os, 
responsable, surtout si la diminution du calcitriol n'est pas trop importante, d'un 
remaniement osseux important correspondant a une osteite fibreuse. 

Ce syndrome est appele osteodystrophie renale et l'hypocalcemie du debut 
peut faire place a une hypercalcemie a la fin de 1'evolution. 

Un trouble idiopathique de la reabsorption du calcium peut etre responsable 
d'une hypocalcemie. Ces patients, pour une raison inconnue, ne reabsorbent pas 
le calcium et sont atteints d'hypercalciurie. 

4.1.2.2. Hypocalcemies parathyroidiennes 

Elies sont dues a un deficit de secretion de la PTH et associent hypocalcemie 
et hyperphosphoremie. Citons : 

- I'hypoparathyroidie primitive idiopatique (de cause inconnue) ; 

- I'hypoparathyroidie chirurgicale, apres ablation des parathyroi'des. 

4.1.2.3. Hypocalcemies pseudoparathyroidiennes 

II s'agit de pathologies dans lesquelles la secretion de PTH s'effectue norma- 
lement, mais l'hormone n'a aucune action peripherique. On retrouve toujours 
dans ces cas de pseudohypoparathyroi'dies une augmentation de la PTH plasma- 
tique en reaction a l'hypocalcemie. 

Ces pseudohypoparathyroi'dies peuvent s'expliquer par : 

- une PTH anormale (mais cependant dosable) ; 

- un defaut de secretion de VAMPc en reponse a la secretion de la PTH; 

- un defaut de reponse a VAMPc des organes cities peripheriques. 

La distinction des hypocalcemies parathyroidiennes et pseudoparathyroi¬ 
diennes se fait, apres dosage de la PTH 1-84, par le test a la PTH exogene en 
dosant, apres l'injection de l'hormone, l'AMPc et la phosphaturie. Les elements 
du diagnostic differentiel sont regroupes dans le tableau 3.2. 


4.2. Variation de la phosphoremie 

4.2.1. Hyperphosphoremies 

Elies correspondent a une phosphoremie superieure a 1,5 mmol/1. 

Les trois principales causes sont: 

• Insujfisance renale 

Elle correspond a une diminution de la filtration renale au niveau des glome- 
ruies. Elle peut entrainer des hyperphosphoremies tres importantes allant jus- 
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qu'a 3,80 mmol/1. Cependant l'hyperphosphoremie de l'insuffisance renale est 
tres variable. 

• Maladies endocriniennes 

- Hypoparathyroidie associant hyperphosphoremie et hypocalcemie. Le 
pourcentage de phosphore reabsorbe par le tube renal est eleve malgre l'hyper- 
phosphoremie. 

- L’acromegalie s'accompagne souvent d'une phosphoremie elevee ou a la 
limite superieure de la normale. 

- Au cours des diabetes graves, on peut egalement observer une hyperphos¬ 
phoremie que l'on peut expliquer par la diminution de la consommation de 
phosphore lie au defaut d'utilisation des glucides. 

• Affections diverses 

- L'hyperphosphoremie a ete egalement signalee dans les suites immediates 
de fractures multiples et souvent au cours de l'intoxication par la vitamine D. 


Tableau 3.2 • Diagnostic differentiel des hypocalcemies hypoparathyroldiennes et 
pseudohypoparathyroidiennes. 



PTH 

1-84 

AMPc 

Pi Urinaires 


apres injection de PTH exogene 

Hypoparathyroidie 

^- 

_- 


Pseudohypoparathyroidie 
(PTH anormale) 




Pseudohypoparathyroidie 
(defaut secretion AMPc) 


pas de 
changement 

pas de 
changement 

Pseudohypoparathyroidie 
(defaut reponse peripherique) 

- 


pasde 

changement 


4.2.2. Hypophosphoremies 

Elies correspondent a une phosphoremie inferieure a 0,8 mmol/1. 

• Hyperparathyro'idie 

Elle determine une hypophosphoremie par fuite urinaire du phosphore. Mal¬ 
gre la diminution de la phosphoremie, le pourcentage du phosphore reabsorbe 
est inferieur a la normale. 

Lorsque l'hyperparathyroldie a entraine une insuffisance renale, l'hypophos- 
phoremie fait place a une hyperphosphoremie, le rein ne pouvant plus excreter 
tout le phosphore en provenance de la lyse osseuse. 
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• Osteomalacies nutritionnelles (vitaminosensibles) 

La diminution de la vitamine D circulante par manque d'apport vitaminique 
entraine une hypophosphatemie et une hypocalcemie. L'hyperparathyroidie 
secondaire qui en resuite ne fait qu'augmenter la fuite de phosphore et done 
aggrave l'hypophosphoremie. 

• Osteomalacies vitaminoresistantes 

- Hypophosphoremie du syndrome de Fanconi on diabete phosphoglucoa- 
mine. C'est un trouble primitif de la reabsorption du phosphore au niveau des 
cellules tubulaires renales. 

- Certaines enteropathies avec atrophie de la muqueuse intestinale entrai- 
nent une hypovitaminose D responsable d'une hyperparathyroidie secondaire. 

- Rachitisme familial hypophosphoremique vitaminoresistant. II s'agit d'une 
resistance peripherique des organes cibles a la vitamine D de cause inconnue. 

• Causes diverses 

- Perfusion de glucose on de fructose par stimulation de la glycolyse. 

- Remineralisations tres rapides dans les traitements d'une osteomalacie ou 
apres parathyroidectomie. 

4.3. Perturbations metaboliques de l'os 

Ce sont essentiellement les syndromes d'hyper et d'hypo-osteoidose. 

4.3.1. Osteomalacie ou hyperosteoidose 

C'est une maladie osseuse dans laquelle il y a un defaut de mineralisation 
du tissu osteoide. 

Celui-ci est en trap grande proportion par rapport au volume osseux global 
qui est respecte car les travees et les corticales ont une epaisseur normale. 

Tout se passe comine si l'organisme reagissait a un defaut de mineralisation 
par un accroissement de synthese du tissu osteoide, aboutissant a un tissu 
osseux ramolli. 

Cette absence de mineralisation est la consequence, dans la majorite des cas, 
d'une carence en vitamine D : c'est l'equivalent chez l'adulte du rachitisme 
chez l'enfant. Elle est vitamino sensible et curable par l'apport de vitamine D. 
Elle se traduit : 

Du point de vue clinique par des douleurs et une impotence fonctionnelle 
qui sont les principaux signes. 

Du point de vue radiologique par une demineralisation importante et les 
stries de Looser Milkman. Ces dernieres (figure 3.11) sont des fissures radio- 
transparentes symetriques siegeant electivement au niveau du bassin et des 
femurs. 
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Exemples de fissures ou stries de Looser Milkman : 

(1) fissure iliaque posterieure ; (2) fissure ilio pubienne ; (3) fissure ischio-pubienne ; 
(4) fissure corticale femorale ; (5) fissure au niveau du col femoral 


Figure 3.11 • Aspect radiographique de l'osteomalacie du bassin. 


Du point de vue biologique on trouve regulierement les signes suivants : 

- hypocalcemie et ou hypophosphoremie ; 

- hypocalciurie et ou hypophosphaturie ; 

- augmentation des phosphatases alcalines et de l'osteocalcine. 

4.3.2. Osteoporose ou hypo-osteoidose 

R ile correspond a une involution progressive de l'os aussi bien dans sa partie 
proteique que dans sa partie minerale. Elle est caracterisee par un volume total 
osseux diminue (figure 3.12), mais constitue par un os qualitativement normal. 
Les proportions de tissu calcifie et de tissu osteolde sont respectees. Ce n’est 
done pas une demineralisation vraie meme si la quantite de tissu calcifie est 
inferieure, quantitativement, a la normale. 

R ile aboutit a un os poreux et fragile dont les travees et les corticales sont 
amincies. 

Du point de vue clinique, elle se traduit par une tres grande fragilite du sque- 
lette responsable tres souvent de tassements vertebraux et de fractures (col du 
femur en particulier). 

Du point de vue radiologique on trouve une demineralisation osseuse diffuse. 
Du point de vue biologique cette pathologie change actuellement de visage. 
Si les tests classiques (calcemie, phosphoremie) sont le plus souvent normaux, 
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les tests de remodelage osseux (voir ce chapitre) permettent de mieux differen- 
cier les osteoporoses a evolution rapide. 

Cette maladie concerne dans 90 % des cas la femme menopausee et est 
encore d'origine mal connue, meme si l'arret des secretions oestrogeniques 
semble jouer un role preponderant, expliquant l'interet du traitement hormonal 
substitutif apres la menopause. 


Os normal 


Os osteoporotique 




Ososteomatacique 



Cavite de I'os 

Tissu osteoi'de 

Tissu calcifie 

Figure 3.12 • Schema d'une coupe histologique (en haut) ; schema du volume osseux 
absolu (en has). 

(D'apres P. Le Goff: Osteoporose. Des traitements encore controverses. hnpact-Le praticien PPP n° 15.) 



Cependant un certain nombre d'osteoporoses sont secondaires et reconnais- 
sent une cause : 

- corticotherapie au long cours ; 

- hypercorticisme spontane ; 

- hyperthyroi'die ; 

- immobilisation prolongee. 
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5 . Methodes de dosage 

5.1. Dosage de la calcemie 

5.1.1. Methodes calorimetriques 

R iles utilisent differentes substances qui complexent le calcium en formant un 
derive dont la coloration est proportionnelle a la concentration de calcium de 
l'echantillon a doser. II est necessaire d'eliminer 1'interference du magnesium 
en utilisant l'hydroxyquinoleme et en travaillant a pH alcalin. 

Ces methodes se pretent bien a une adaptation sur les appareils automatiques 
multiparametriques de biochimie. 

5.1.1.1. Orthocresolphtaleine 

L'orthocresolphtaleine complexon se complexe en milieu alcalin avec le 
calcium pour donner un derive rouge presentant un maximum d'absorption a 
575 nm. 

5.1.1.2. Bleu de methyl thymol 

Ce reactif chelate le calcium et vire au bleu avec un maximum d'absorption a 
612 nm. 

5.1.1.3. ArsenazoIII 

Le complexe colore en noir presente un maximum d’absorption a 680 nm. 
5.7.2. Methodes physiques 

5.1.2.1. Spectrophotometrie d'absorption atomique 

C'est actuellement la methode de reference pour le dosage du calcium. 

La longueur d'onde utilisee est de 422,7 nm et la technique demande le rajout 
de chlorure de lanthane pour eviter l'interference des phosphates. 

Ce dosage s'effectue sur un appareillage onereux, et peu de laboratoires de 
biochimie de routine l'emploient. 

Le schema de principe d'un spectrophotometre d'absorption atomique est 
presente sur la figure 3.13. 

Un faisceau lumineux specifique emis par la lampe a cathode creuse est 
absorbe par les atomes de calcium de l'echantillon qui ont ete amenes sur son 
trajet par le generateur de vapeur atomique. II existe un rapport entre le nombre 
d'atomes ayant absorbe et l'intensite du faisceau apres le generateur. Le mono- 
chromateur selectionne la longueur d'onde du dosage (ici 422,7 nm). Le modu- 
lateur permet d'eliminer certaines emissions parasites indesirables. Le photo- 
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multiplicateur et l'electronique associee permettent, apres calibration de trans¬ 
former le resultat en concentration. 

5.1.2.2. Photometrie a'emission de flamme 
Son principe a ete decrit dans le chapitre 1. 

Les appareils permettant le dosage du sodium, du potassium et du lithium par 
cette methode utilisent, pour la plupart, une flamme propane/air qui n'est pas 
assez chaude pour permettre l'excitation des atomes de calcium. 

Dans ces conditions il est necessaire, si l'on veut doser le calcium par cette 
technique, d'acquerir un photometre de flamme utilisant le melange acetylene/air. 
Ces appareils donnent de bons resultats mais sont plus onereux et plus rares sur le 
marche. 


Cathode creuse 


{ 


Anode Lampe 


Generateurde vapeur 
atomique (bruleur) 


I 



Modulateur 


Photomultiplicateur 



Electronique 
associee, enregistreur 


Figure 3.13 • Schema de principe d'un spectrophotometre d'absoiption atomique. 

5.1.3. Methodes potentiometriques 

Apres acidification destinee a deplacer le calcium de sa liaison aux proteines 
et de ses complexes, le calcium total peut etre mesure par potentiometrie en uti- 
lisant une electrode selective. Cette technique a ete adaptee a certains analyseurs 
automatiques. 

5.2. Dosage du calcium ionise 

Ce dosage a ete developpe ces dernieres annees et cette technique par ele- 
trode selective est maintenant integree a des instruments dont l’utilisation est a 
la portee de-tous les laboratoires dans des conditions de fiabilite et de praticabi- 
hte satisfaisantes. 
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Le taux de calcium ionise est variable en fonction du pH, et il est preferable 
de faire un prelevement en anaerobiose pour eviter tout changement de pH par 
perte de C0 2 . 

5.3. Dosage du calcium urinaire 

Si les techniques sont les memes que pour le sang, il est cependant necessaire 
d'effectuer le recueil dans un recipient contenant de l'acide chlorhydrique 1M 
pour acidifier les urines ce qui permet la dissolution des sels et des complexes 
que le calcium peut contracter avec des anions comme les phosphates ou les 
oxalates. L'homogeneisation des urines est indispensable avant tout prelevement 
d'un aliquot pour analyse. 


5.4. Dosage des phosphates inorganiques sanguins et urinaires 

Ces techniques utilisent presque toutes (a l'exception des methodes enzyma- 
tiques) un reactif molybdique. En presence de ce reactif et en milieu acide l'ion 
phosphate donne un phosphomolybdate de coloration bleue instable. 

5.4.1. Reduction du phosphomolybdate 

Le phosphomolybdate reduit va donner une coloration stable pendant au 
rnoins 30 mn et permet une lecture photometrique a 660 nm. 

Les reducteurs les plus utilises sont le sulfate ferreux et l'hydroxylamine. 

5.4.2. Colorimetrie directe du phosphomolybdate 

L'instabilite de la coloration n'est plus un facteur critique avec les appa- 
reillages modernes dans lesquels les calibrateurs et les specimens sont traites 
exactement dans les memes conditions. L'apparition de la coloration est suivie 
dans ces conditions a 340 nm. 

5.4.3. Colorimetrie du phosphovanadomolybdate 

Les ions phosphates en presence de molybdate et de vanadate en milieu acide 
vont donner une coloration jaune dont le pic d'absorption est a 360 nm. Cette 
technique est peu employee. 

5.4.4. Methodes enzymatiques 

Plusieurs techniques ont ete proposees, la plus recente est detaillee dans le 
schema suivant. 
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f%osphdtes Einosine — nucleoside — > -pypoxanfpjne + iVnose' 1 'f 5 

phosphorylase 

Hypoxanthine + 20, + 2H,0 - xanthme - > ac ur jq ue + 2H,0, 

- oxydase - - 


2H 2 0 2 + aminophenazone + chromogene peroxy asc 9 derive colore + 4H 2 0 


Ces methodes ne sont pas tres employees dans la mesure oil la colorimetrie 
directe du phosphomolybdate donne satisfaction a un cout faible. 


5.5. Repartition des techniques de dosage en 1998 

Elies sont presentees dans la figure 3.14. 



Thymol 



80.4 

Repartition des techniques de dosage du phosphore (1998) 






















12 



, 2.9 

-1 •' 1-1 1---L 1__ 


Phosphomolybdate Phosphomolybdate Autres Phosphovanadomolybdate 

direct reduit techniques 


Figure 3.14 • Repartition des techniques de dosage du calcium et du phosphore. 
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Metabolisme du fer 


Michel Lagente 


Le fer (PA = 56) est le plus anciennement connu des oligoelements, sub¬ 
stances ainsi baptisees par Gabriel Bertrand en raison de leur faible concentra¬ 
tion dans la matiere vivante et cependant indispensables au fonctionnement des 
organismes vivants. 

Si son role essentiel est d'intervenir dans l'erythropoiese (synthese des glo¬ 
bules rouges), une carence martiale peut etre responsable d’une sensibilite 
accrue aux infections, d'anomalies des epitheliums ou des phaneres, ou d'une 
diminution des performances physiques et intellectuelles. 

Tout ceci amene a considerer la place majeure du fer dans 1'organisme. 


1. Metabolisme dufer 

1.1. Repartition dans 1’organisme 

Un adulte sain possede (tableau 4.1) environ 4 g de fer (71 mmoles) repartis 
entr tfer heminique a l'etat ferreux (Fe" 1 " 11 ) et fer non heminique a l'etat ferrique 
(Fe+++). 

La majeure partie du fer heminique entre dans la composition de Vhemoglo- 
bine (60 % du fer total) alors que les reserves sous forme deferritine et d'hemo- 
siderine possedent un fer non heminique (35 % du fer total). 
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Tableau 4.1 • Repartition du fer. 

- Hemoglobine 

- Myoglobine 

- Enzymes respiratoires cellulaires 
(cytochromes, oxydases, peroxydases, 
catalases, enzymes du cycle de Krebs...) 

- Fer plasmatique lie a la transferline 
et fer des liquides extracellulaires 

- Fer des reserves (ferritine, hemosiderine) 

TOTAL_ 


2.4 g (60 %) FER 

0,2 g (5 %) HEMINIQUE 

(Fe ++ ) 

0,01 g 

0,005 g FER 

NON HEMINIQUE 

1.4 g (35 %) (Fe +++ ) 

*4 g 


11. Cycle du fer (figure 4.1) 

Plus de la moitie du fer de l'organisme est contenu dans les globules rouges 
(GR) au sein de l'hemoglobine (Hb). Ce fer est a l'etat ferreux (Fe" 1 " 1 "). 



Figure 4.1 • Cycle du fer. 
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Les hematies vieillies sont captees par les macrophages du systeme reticulo- 
histiocytaire (SRH) principalement du foie, de la rate et de la moelle osseuse. 

L'hemoglobine detruite va liberer le fer, dont une partie est stockee sous 
forme de ferritine et d'hemosiderine (Fe +++ ) et une autre partie est liberee dans 
le plasma. 

Le fer plasmatique est transports par une proteine, la transferrine qui est nor- 
malement saturee au tiers de ses capacites de transport. 

Le fer plasmatique peut avoir deux destinees : 

- la plus importante est son retour au niveau de la moelle osseuse oil il sera 
incorpore au sein des erythroblastes, cellules precurseurs des GR. 

- l'autre voie permet la mise en reserx’e sous forme de ferritine et d'hemosi¬ 
derine dans les cellules parenchymateuses du foie (hepatocytes). 

Le plasma est done un passage obligatoire pour le fer contenu dans le 
SRH de la moelle osseuse et qui rentrera dans la synthese des GR. Le phe- 
nomene de la ropheocytose qui est l'injection directe de la ferritine des macro¬ 
phages de la moelle osseuse dans les erythroblastes ne concerne en effet qu'une 
infime partie de cette ferritine. 

Le fer plasmatique est par ailleurs la voie de passage entre le fer absorbe au 
niveau du tube digestif, le fer mobilise a partir des reserves et le fer elimine au 
niveau des emonctoires. 

Ce fer plasmatique est quantitativement tres faible, de l'ordre de 20 ixmol/1, 
mais qualitativement tres important car il est un carrefour obligatoire dans le 
cycle corporel de ce metal. Par l'intermediaire du fer plasmatique, les echanges 
en fer entre les differents secteurs sont tres importants car le fer circulant est 
renouvele en moyenne 10 fois par jour. 


13 . Besoins en fer 

Le fer est recycle dans l'organisme et les besoins doivent juste compenser les 
pertes : 

- pertes regulieres dont la plus importante est la desquamation des cellules 
intestinales epitheliales. S'y associent des pertes faibles par la bile, la peau et 
l'urine ; 

- pertes episodiques bees aux hemorragies, aux pertes menstruelles, a la 
grossesse, a l'allaitement. 

Les besoins quotidiens sont d'environ : 

- 1 mg chez l'homme, 

- 2 mg chez la femme en periode d'activite genitale. 

La grossesse demande pour la mere un apport supplementaire de l'ordre de 
3 mg/jour pour les deux premiers trimestres et de 10 mg/jour pour le dernier. 

Chez Venfant les besoins sont plus importants pendant les deux premieres 
annees et au moment de l'adolescence. 
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Le fer est apporte principalement par la viande, le poisson, les legumes secs, 
les fruits, les legumes (les aliments les plus riches sont les abats). 


1.4. Absorption du fer 

Fil e a lieu dans le duodenum et a un degre moindre dans le jejunum. 

Le taux d'absorption lors d'un regime equilibre etant d'environ 10 %, 
l'apport alimentaire quotidien doit etre de 10 mg chez l'homme et de 20 mg 
chez la femme. Dans les pays developpes, les apports sont generalement supe- 
rieurs aux besoins. Le fer heminique (viandes et poissons) est bien absorbe. Le 
fer non heminique (cereales, legumes secs, fruits, legumes, produits laitiers) 
est moins bien absorbe. C'est ainsi que le fer contenu dans le foie de veau est 
20 fois mieux absorbe que celui se trouvant dans le riz. L’acide ascorbique (vita- 
mine C) favorise l'absorption du fer non heminique alors que le the et le cafe 
l'inhibent fortement. 

Dans tous les cas 1'organisme n'absorbe que la quantite de fer dont il a 
besoin. 

Cette regulation n'est pas encore elucidee aujourd'hui. Elle comporterait 
deux etapes : d'abord la captation du fer de la lumiere intestinale par la cellule 
puis son relargage par l'enterocyte vers le plasma. Un certain nombre de pro- 
teines interviendraient dans cette absorption dont la ferritine intracellulaire. Pen¬ 
dant son transfert dans l'enterocyte une partie du fer serait stockee sous forme 
de ferritine et l'importance de celle ci regulerait l'absorption du fer (c'est cette 
ferritine qui est perdue lors de la desquamation des enterocytes). Cependant la 
nature du signal permettant a la cellule muqueuse de Stocker plus ou moins de 
ferritine n’est toujours pas elucidee. 

Quoiqu'il en soit, une surcharge de 1'organisme en fer diminue son 
absorption et au contraire, toute augmentation de l'activite erythropoi'e- 
tique (saignement, hemolyse...) augmente l'absorption du fer. 

15. Transport du fer dans le plasma 

La plus grande partie du fer plasmatique est transportee par une glycopro- 
teine, la transferrine, migrant a l'electrophorese au niveau des Pj-globulines. 
Cette molecule est capable de fixer deux atomes de fer ferrique, un a chaque 
extremite de la proteine. Globalement la transferrine du plasma est saturee envi¬ 
ron au tiers de sa capacite. 

II existe plusieurs isotransferrines plasmatiques (une vingtaine), mais cette 
heterogeneite ne semble pas avoir de signification physiopathologique, car la 
capacite de fixation du fer de ces differentes transferrines est identique. 

La synthese de la transferrine a lieu essentiellement dans l'hepatocyte mais 
aussi un peu dans les macrophages de la moelle osseuse et de la rate. La syn- 
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these de la transferrine par l'hepatocyte est fonction de la quantite de fer dans la 

cellule. 

Une diminution des reserves est responsable d'une augmentation de la 
synthese de la transferrine et inversement dans les surcharges en fer la syn¬ 
these est diminuee. 

Dans les surcharges en fer comme Vhemochromatose, dans laquelle il existe 
une trop grande absorption du metal, la transferrine est totalement saturSe par le 
fer, et celui-ci peut etre transports par d'autres protSines comme l'albumine ou 
la lactoferrine. 

80 % du fer transports par la transferrine sont transfSrSs aux Srythroblastes de 
la moelle osseuse pour la fabrication des hSmaties. Les cellules Srythroldes cap- 
tent le fer de la transferrine par 1'intermSdiaire de rScepteurs appelSs rScepteurs 
de la transferrine (RTf). Toutes les cellules de l'organisme possedent des RTf 
mais les Srythroblastes en sont les plus richement dotSs. Le nombre de RTf est 
le principal SISment rSgulateur du taux de captation du fer par les Srythroblastes. 
Ces RTf membranaires Srythroblastiques, dans leur mStabolisme, donnent nais- 
sance a une forme tronquSe capable de passer dans le plasma oil l'on peut la 
mesurer et que l'on appelle le rScepteur soluble de la transferrine (RsTf). II 
existe une bonne corrSlation entre 1'activitS prolifSrative de la moelle et le taux 
sSrique des RsTf. 

Une toute petite quantite de fer du plasma normal n'est pas US a la transfer¬ 
rine. Le fer y circule : 

- soit US a des petites molScules comme le citrate ou l'acetate ; 

- soit incorpore dans la ferritine plasmatique ; 

- soit fixS sur l'haptoglobine s'il est au sein de l'hSmoglobine non globulaire 
(hSmolyse); 

- soit fixS sur 1'hSmopexine s'il est au sein de l'heme. 

Les 3 dernieres formes ne sont captSes que par les hSpatocytes. 


1.6. Utilisation metabolique. Fer actif 

L'emploi du fer radioactif a permis de montrer que 75 % du fer administrS 
par voie veineuse sont utilisSs pour la synthese de l'hemoglobine. 

Celle-ci utilise, pour 7g d'hSmoglobine quotidiens, environ 24 mg de fer. La 
presque totalitS est issue du catabolisme de l'hSmoglobine dans le systeme rSti- 
culohistiocytaire qui libere environ 23 mg de fer. Ainsi s'expliquent les tres 
faibles besoins journaliers, de l'ordre de 1 mg. 

Les 25 % restants sont destinSs a la synthese de la myoglobine, des cyto¬ 
chromes, des enzymes catalases et peroxydases, molScules porteuses de ferro ou 
ferriporphyrines et des protSines fer-soufre des chaines respiratoires mitochon- 
driales. 

Ce fer actif provient done de multiples origines ; rScupSration du fer hSmo- 
globinique, fer exogene alimentaire et si nScessaire fer des rSserves. 
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1.7. Reserves en fer de l'organisme 

Elies representent a peu pres 35 % du fer total sous deux formes de stockage, 
la ferritine et l'hemosiderine dans laquelle le fer est sous forme ferrique. 

Ces deux types de reserves se trouvent surtout au niveau du foie, de la rate et 
de la moelle osseuse. 

La ferritine represente la forme de stockage rapidement disponible, alors 
que dans l'hemosiderine le fer est plus difficilement mobilisable. 

2.7.7. Ferritine 

1.7.1.1. Ferritine tissulaire 

La ferritine tissulaire est une structure ubiquitaire constitute d'une proteine, 
l'apoferritine, et de fer a l'ttat ferrique (figure 4.2). 



L'apoferritine est une proteine constitute de 24 sous-unitts, assembltes en une 
structure compacte et sphtrique dtlimitant une cavitt centrale qui peut contenir 
jusqu'a 4 500 atomes de fer. Cependant les ferritines tissulaires ne sont saturtes 
en gtntral qu'a 50 %. Les 24 unitts prottiques peuvent etre de deux types : L 
(liver) ou H (heart), et en fonction des proportions des deux sous unitts un grand 
nombre d'apoferritines (et done de ferritines) peuvent etre retrouvtes. 

Bien qu'ubiquitaire, la ferritine est localiste plus particulierement dans cer- 
taines cellules : dans les macrophages du SRH du foie, de la rate, de la moelle 
osseuse, et dans les htpatocytes. 
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Le fer des ferritines des macrophages est le premier mobilise pour rente 
dans l'erythropoiese, apres avoir ete transports par la transferrine. Le fer des 
hepatocytes ne se mobilise que si la voie precedente est epuisee. 

La liberation du fer de la ferritine demande un systeme d'oxydoreduction qui 
est different pour les macrophages et les hepatocytes. Dans la cellule macropha- 
gique le fer ferrique est reduit par un systeme qui dependrait de la vitamine C, 
ce qui lui permet de traverser la membrane. Dans l'hepatocyte, le fer ferrique 
serait reduit par une ferrireductase. 

Le fer ferreux retrouve dans le plasma doit etre reoxyde par la ceruleoplas- 
mine (proteine plasmatique specifique du transport du cuivre) pour etre trans¬ 
ports par la transferrine. 

La carence en vitamine C peut entrainer un blocage du fer dans les macro¬ 
phages et done une hyposidSrSmie (taux plasmatique de fer abaissS). 

Un taux effondrS de cSrulSoplasmine (maladie de Wilson) sera de meme res- 
ponsable d'une hyposidSrSmie. 

1.7.1.2. Ferritine plasmatique 

Une tres petite quantitS de ferritine (a peu pres 150 p.g/1 soit 2,5 p.mol/1) se 
trouve dans le plasma, oil les mSthodes de dosages rScentes permettent de la 
mesurer. 

Elle aurait deux origines : 

- une grande partie (80 %) viendrait des macrophages du SRH ou, apres une 
synthese spScifique (diffSrente de la synthese des ferritines tissulaires), elle serait 
sScrStSe dans le plasma. Cette ferritine est glycosylee (une partie glucidique est 
fixSe sur la molScule) pendant le processus sScrStoire et est pauvre enfer; 

- une autre partie proviendrait de la lyse des cellules de diffSrents tissus lors de 
la sSnescence de ceux-ci. Cette ferritine n'estpas glycosylee et est riche enfer. 

Si quantitativement cette ferritine est mineure, elle est particulierement 
importante dans le cadre de l'exploration du metabolisme du fer, car la ferritine- 
mie est un bon reflet des reserves martiales. 

7.7.2. Hemosiderine 

Forme stable de reserve martiale elle ne libere son fer que tres lentement. 
C'est un complexe fer-proteine qui deriverait d'une digestion lysosomiale des 
agregats de ferritine. Elle se trouve, comme la ferritine, dans les macrophages 
du SRH et dans les hepatocytes oil on peut la mettre en evidence par la colora¬ 
tion de Peris au bleu de Prusse. 
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1.8. Regulation du metabolisme cellulaire du fer 

Cette regulation intervient dans l'approvisionnement de la cellule en fer mais 
aussi dans la protection de celle ci contre une surcharge potentiellement toxique 
de ce metal. 

C'est le stock de fer lui meme de la cellule qui regule ces deux versants du 
metabolisme du fer par l'intermediaire d'une proteine cellulaire appelee IRP 
(ion regulatory protein). Celle ci en cas de stock cellulaire has : 

- empeche la synthese des sous unites d’apoferritine ; 

- et permet la synthese des RTf de la cellule. 


2. Exploration du metabolisme du fer 

C'est un chapitre qui a beaucoup evolue ces dernieres annees par l'apparition 
de techniques permettant les dosages de la transferrine et de la ferritine plasma- 
tiques auxquelles il faut rajouter le dosage plasmatique des RsTf. 

Le fer etant un element indispensable a l'erythropoiese il est necessaire, pour 
etablir un bilan complet, de determiner certains parametres de la lignee rouge, 
au moins le taux d'hemoglobine, I'hematocrite, et la numeration des globules 
rouges. 


2.1. Dosage du fer serique : sideremie 

A Vetat normal ce dosage correspond a la determination : 

- du fer lie a la transferrine (pour plus de 95 %) ; 

- du fer non lie a la transferrine (pour moins de 5 %) ; 

A Vetat pathologique le dosage peut inclure en plus : 

- le fer hemoglobinique (hemolyse) ; 

- le fer fixe sur d'autres proteines de transport que la transferrine (hemochro- 
matose); 

- le fer ferritinemique (necrose cellulaire intense). 

Les valeurs habituelles de reference sont de 12 a 30 fJunol/l. 

La sideremie est sujette a des variations nycthemerales importantes avec un 
maximum vers midi et un minimum vers minuit. Il est done important pour 
l'interpretation d'une sideremie de standardiser le prelevement. Il est conseille 
de prelever le matin entre 8 h et 10 h. 
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2.2. Capacite totale de fixation de la transferrine (CTF) 

Cet examen consiste a mesurer la quantite maximale de fer que la transfer¬ 
rine peut transporter. Pour cela on sature completement la transferrine de 
l'echantillon par le rajout d'un exces de fer. Lorsque la tranferrine est saturee 
(apres une certaine incubation) le fer excedentaire non fixe est retire du milieu. 
Un nouveau dosage du fer de l'echantillon permet alors de connaitre la CTF. 

Valeurs de reference '.de 45 a 65 fjmoVl 

\ 

2.3. Capacite latente de fixation (CLF) 

C'est un calcul qui permet de connaitre la quantite de fer que la transferrine est 
capable de transporter en sus de la sideremie. II correspond a la difference suivante : 

CLF = CTF - fer serique 

2.4. Coefficient de saturation de la transferrine (CS) 

D correspond au rapport: 

es = Fel yT e x100 

0 j. s" 

Valeurs de reference : de 25 a 35 % 

La CTF, qui est un dosage relativement peu fiable, est de plus en plus rempla- 
cee par le dosage direct de la transferrine. 

2.5. Dosage de la transferrine 

Des methodes immunochimiques permettent maintenant de doser la transferrine. 
L'interet est double : 

- apprecier la capacite de synthese du foie, en rapport avec les reserves de fer 
de l'organisme, 

- calculer d'une faqon plus correcte la capacite totale de fixation et le coeffi¬ 
cient de saturation. 

Valeurs de reference :de 2 a 4 g/I 

La CTF et le CS se calculent facilement en sachant que le poids moleculaire de 
la transferrine est de 80 000 et que chaque molecule transporte 2 atomes de fer. 
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CTF = X g de transferrine x 25 


Le calcul esl le suivant: 

nombre de araoles de transferrine =-x l() 6 

^ 80 000 


nombre de nmoles de fer = —-x 10 6 x 2 = X x 25 

^ 80 000 


2.6. Dosage de la ferritine plasmatique : ferritinemie 

Les valeurs de reference sont difficiles a indiquer car variables d'une methode 
a 1'autre. De plus la ferritinemie doit etre interpreted en fonction de l'age et du 
sexe. L'homme presente une ferritinemie plus elevee que la femme et chez celle 
ci les taux moyens de 30 pg/1 augmentent apres la menopause aux environs de 

80 IJLg/l. 

En moyenne on peut donner les valeurs de reference suivantes : 

Homme : 50 a 350 p.g/1 
Femme : 30 a 120 IJLg/l 

2.6.1. Hypoferritinemie 

C'est actuellement le meilleur marqueur des carences martiales. 

En cas de manque de fer l'hypoferritinemie est le signe le plus precoce, bien 
avant l’hyposideremie ou le retentissement erythropoietique. C’est aussi un 
signe particulierement sensible car il n'existe pas d'autre pathologie induisant 
une hypoferritinemie. 

Sous l'influence d'une therapeutique substitutive, la ferritine plasmatique est 
le dernier signe a revenir a la normale. Son dosage est done necessaire au 
controle ultime de la restauration des reserves. 

2.6.2. Hyper ferritinemie 

Si une surcharge en fer, comme dans l'hemochromatose, augmente la ferriti¬ 
nemie, une augmentation de la ferritine plasmatique peut aussi se voir en dehors 
de toute augmentation du fer de l'organisme. C’est le cas : 

- au cours des inflammations car la ferritine est une proteine de la reaction 
inflammatoire. L'hyperferritinemie ici est due a l'augmentation de la secretion 
par les macrophages du SRH. Cette hyperferritinemie contraste avec une hypo- 
sideremie due a une retention du fer dans le SRH ; 

- au cours de l'alcoolisme chronique ou l'hyperferritinemie est due Faction 
directe de l'alcool sur la synthese de cette proteine associee au retentissement 
hepatique et a une surcharge en fer du foie. L'alcool a de plus un retentissement 
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sur certaines formes circulantes de la transferrine. On a remarque que les iso¬ 
formes les moins sialylees de cette glycoproteine (c'est-a-dire les moins riches 
en glucides) se retrouvaient avec un pourcentage plus important chez l'alcoo- 
lique chronique. Ce dosage appele « transferrine desialylee » (ou — CDT — 
carbohydrate deficient transferrin) est un nouveau test qui vient s'ajouter a la 
batterie des tests de depistage de l'alcoolisme chronique ; 

- au cours des cytolyses hepatiques (hepatites) ; 

- au cours de certaines neoplasies (cancer du sein, des poumons, des ovaires, 
leucemies) dans lesquelles l'hyperferritinenue serait due a une secretion anor- 
male de ferritine par les cellules tumorales. 


2.7. Dosage des recepteurs solubles de la transferrine (RsTf) 

Le recepteur membranaire de la transferrine (RTf) porte par presque toutes 
les cellules peut subir une proteolyse donnant naissance a des formes tronquees 
qui passent dans le plasma. Ces structures plasmatiques, appelees recepteurs 
solubles de la transferrine, peuvent etre dosees par des techniques immunoana- 
lytiques. 

Les RTf sont presents sur toutes les cellules de l'organisme a l'exception des 
erythrocytes, cependant ce sont les erythroblastes qui en sont les plus richement 
dotes. Ce recepteur capte la transferrine transportant le fer et permet son inter¬ 
nalisation cellulaire. Le nombre de RTf membranaires est regule par la concen¬ 
tration intracellulaire en fer. Les RsTf correspondent aux RTf ayant perdu leur 
domaine cytoplasmique et transmembranaire. La source principale des RsTf 
etant representee par les RTf des cellules erythroides on peut constater qu'il 
existe une bonne correlation entre l'activite proliferative de la moelle et la 
concentration serique des RsTf. 


2.8. Les etudes ferrocinetiques 

Elies consistent a injecter par voie intra-veineuse du 59 Fe radioactif lie a la 
transferrine, et a mesurer les cinetiques de sa disparition plasmatique et de son 
incorporation dans l'hemoglobine des GR circulants. 

Ce test apporte des informations sur l'efficacite et le siege de l'erythropoiese. 


3. Variations pathologiques 

Ce chapitre traditionnellement decompose en « hyposideremie et hypersidere- 
mie » doit etre revise en fonction des connaissances recentes du metabolisme du 
fer, et plutot etre traite en carences martiales et surcharges en ce meme metal. 
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3.1. Carences martiales 

C'est un phenomene frequent qui touche plusieurs centaines de millions 
d'etres humains dans le monde. En cas de pertes superieures aux entrees, l'orga- 
nisme puise sur ses reserves et une carence s'installe. 

Elies relevent sous nos climats, davantage d'une perte excessive que d'un 
manque d'apport. 

3.1.1. Etiologies 

3.1.1.1. Saignements chroniques 

Chez l'homme et la femme menopausee on doit rechercher en priorite une 
perte digestive. 

Chez la femme en periode d'activite genitale on recherchera d'abord une 
perte genitale. 

3.1.1.2. Utilisation intensive du fer 

- Chez une femme au cours du dernier trimestre de la grossesse ou ayant 
presente des grossesses repetees. 70 % de ces femmes presentent, s'il n'y a pas 
de supplementation, un etat carentiel. 

- Au cours de la premiere annee de la vie pendant que les reserves sont 
faibles et l'alimentation lactee pauvre en fer. 

- Don du sang regulier. Des dons repetes (superieurs a trois par an) peuvent 
petit a petit epuiser les reserves d'un organisme. 

- Hemodialyses. Certains insuffisants renaux peuvent developper une carence 
martiale (pertes au moment des dialyses, examens biologiques frequents...) 

3.1.2. Biolog ie 

La carence s'installe progressivement et passe par trois phases : (voir tableau 4.2) 

- carence latente ; 

- carence installee ; 

- anemie. 

Le terme ultirne de la carence est en effet une anemie microcytaire hypo- 

chrome. 

Anemie : Diminution de la quantite d'hemoglobine circulante. 

Valeurs de reference : 

- Homme de 13 a 18 g/100 ml 

- Femme et enfant de 12 a 16 g/100 ml 

- Nouveau-ne de 14 a 20 g/100 ml. 

Microcytaire : 

Les GR ont un volume globulaire moyen (VGM) inferieur a la normale. 
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Valeurs de reference : 85 < VGM < 95 p,m 3 


Calcul du VGM : 


Hematocrite 
nombre de GR 


Hypochrome : 

La teneur globulaire moyenne en Hb (TGMH) est inferieure a la normale. 
Valeurs de reference : 27 < TGMH < 33 pg 

Calcul du TGMH : Hb 

nombre de GR 

II est tres important de depister une carence martiale avant son terme, 
qui est 1'anemie. 

A chaque stade de revolution de la carence correspondent des signes biolo- 
giques particulars. Ils sont regroupes dans le tableau 4.2. 


Tableau 4.2 • Evolution biologique au cours de la carence martiale. 



Carence 

latente 

Carence 

installee 

Anemie 

Ferritine 

Abaissee 

Tres abaissee 

Tres abaissee 

Transferrine ou CTF 

N 

Augmentee 

Augmentee 

es 

N 

Abaisse 

Tres abaisse 

Fer serique 

N 

N 

Abaisse 

Hemoglobine 

N 

N 

Abaissee 

Microcytose 

N 

N 

Oui 

Hypochromie 

N 

N 

Oui 


N = Normal 


3.1.3. Cas particulier des « anemies inflammatoires » 

Frequemment chez des sujets presentant un syndrome infectieux severe, un 
syndrome inflammatoire ou une neoplasie, une anemie se developpe. 

Celle-ci est au debut normochrome normocytaire mais evolue bientot 
vers une anemie hypochrome microcytaire faisant intervenir une carence mar¬ 
tiale. 

La physiopathologie de ce manque de fer mettrait en cause une proteine des 
polynucleaires neutrophiles, la lactoferrine. La degranulation des polynucleaires 
au cours de ces pathologies libere la lactoferrine qui, presentant une tres grande 
affinite pour lefer, deplace celui-ci de la transferrine. La lactoferrine saturee en 
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fer est ensuite piegee par les macrophages du SRH oil le fer s'accumule sous 
forme de reserves. La moelle osseuse est clone privee dufer cpd lui est normale- 
ment apporte par la transferrine. 

Dans ces syndromes il n'y a pas de carence martiale vraie, mais un stockage 
du fer dans le SRH et un manque d'apport a la moelle osseuse. 

Ceci explique la biologie (tableau 4.3), dans laquelle la ferritine n'est plus le 
marqueur de depistage de la carence martiale. Celle ci, comme toute proteine 
inflammatoire, est en effet augmentee. Le fer serique est abaisse car piege par 
les macrophages et dans ces conditions la transferrine a tendance a baisser. 
Comme le fer et la transferrine baissent tous les deux, le CS peut rester normal. 
II est abaisse si le fer baisse proportionnellement plus que la transferrine. Les 
RsTf sont normaux puisqu'il n’y a pas de surcharge martiale. 

Si au cours de ces syndromes inflammatoires ou infectieux survient une 
carence en fer, notamment chez le vieillard, le diagnostic devient difficile a eta- 
blir. La ferritine (tableau 4.3) n’est d'aucun secours (normale ou augmentee) et 
le taux de transferrine peut etre tres variable. Dans ces conditions le dosage des 
RsTf trouve ici sa principale indication. En effet sa concentration est indepen- 
dante de l'inflammation ou de l'infection alors qu'elle augmente en cas de 
carence martiale. 


Tableau 4.3 • Biologie des anemies inflammatoires (N = normal). 


1 

Anemie inflammatoire 
et carence enfer 

Anemie inflammatoire 

Ferritine 

Augmentee 

Augmentee ou N 

Transferrine 

Abaissee en general 

Variable 

Fer serique 

Abaisse 

Abaisse 

es 

N ou Abaisse 

Variable 

RsTf 

Normaux 

Abaisses 


3.2. Surcharges en fer 

11 convient de distinguer l'hemochromatose genetique des surcharges tissu- 
laires secondaires. 

\2.1. Hemochromatose genetique 

'est une maladie hereditaire transmise sur le mode recessif. 

"e traduit par une surcharge enfer due a une augmentation de I'absorp- 
"wle sans lien avec les besoins de l'organisme. 




113 


Metabolisme du fer_ 


Le fer va s'accumuler tout au long de la vie dans de nombreux tissus, notam- 
ment le foie, entrainant un tableau clinique et biologique particulier. 

3.2.1.1. Clinique 

Le tableau clinique complet, exceptionnellement observe dans nos regions, 
associe : 

- un depot de fer dans la peau entramant une melanodermie (aspect bronze 
de la peau), et sur les muqueuses, en particulier dans la bouche ; 

- une hepatomegalie (augmentation du volume du foie) qui peut etre tres 
importante. devolution se fait vers la cirrhose par sideronecrose d'oii le nom 
donne a cette maladie de « cirrhose bronzee » ; 

- des troubles du metabolisme des glucides avec diabete (atteinte du pan¬ 
creas et du foie) ; 

- des signes endocriniens domines par une insujfisance gonadique d'origine 
hypophysaire; 

- des manifestations cardiaques avec des troubles du rythme et parfois une 
insuffisance cardiaque ; 

- des manifestations osseuses et articulaires (demineralisation, osteophy- 
tose...). 

3.2.12. Biologie 

Le fer s'accumule d'abord beaucoup plus dans le foie que dans les macro¬ 
phages du SRH ce qui permet d'expliquer le tableau biologique : 

- le fer serique est tres augmente ; 

- le CS de la transferrine est tres eleve ; 

- la transferrine est diminuee ; 

- la ferritine plasmatique n'est augmentee que dans les stades evolues de la 
maladie, et dans le cadre d'enquetes familiales de depistage elle n'est d'aucune 
utilite, les macrophages n'etant pas encore envahis. 

Ces malades relevent d'une therapeutique qui consiste a effectuer des sai- 
gnees frequentes qui eliminent du fer, en surveillant la ferritine qui doit rester 
basse. 

32.1.3. Genetique 

Depuis le milieu de l'annee 1996 le clinicien dispose d'un test genetique 
direct permettant, a partir d'un prelevement sanguin, d'etablir le diagnostic 
d'hemochromatose genetique. II consiste en la recherche de la mutation C282Y 
portee par le gene HFE situe sur le chromosome 6 (remplacement de la cysteine 
282 par une tyrosine). Si C282Y est retrouve a l'etat homozygote, le diagnostic 
d'hemochromatose genetique est porte. Si C282Y est retrouve a l'etat heterozy¬ 
gote, le diagnostic d’hemochromatose est retenu mais toute surcharge impor- 
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tante et evolutive devra faire eliminer une autre cause de surcharge martiale. Si 
C282Y n'est pas retrouve, on peut raisonnablement eliminer, en l'etat actuel des 
connaissances, une hemochromatose genetique. 

3.2.2. Surcharges secondaires enfer 

Ces surcharges peuvent etre secondaires a certaines anemies, a une insuffi- 
sance renale, a une maladie metabolique, a une maladie hepatique. 

3.2.2.1. Surcharges des anemies 

R iles peuvent entrainer une surcharge en fer par deux mecanismes : 

- des transfusions qui tentent de corriger l'anemie ; 

- un avortement de la maturation des GR et leur destruction precoce (hemo- 
lyse) qui sont responsables d'une erythropolese accrue mais inefficace, laquelle 
entraine une augmentation de l'absorption du fer. 

Rentrent dans ce cadre les anemies dues : 

- a une hemoglobinopathie dans laquelle il y a synthese d'une hemoglobine 
anormale, par le remplacement d'un acide amine par un autre sur une des 
chaines de globine ; 

- a une thalassemie dans laquelle un type de chaine de la globine n'est pas 
synthetise (le plus sou vent la chaine (3 —> (3-thalassemie); 

- a une impossibility primitive d'incorporation du fer dans le GR. 

Les depots affectent surtout la moelle osseuse oil Ton retrouve des erythro- 
blastes charges en granules de fer colorables par la coloration de Peris appeles 
sideroblastes. 

La surcharge en fer peut evoluer vers une veritable hemochromatose si une 
therapeutique efficace n'est pas institute. Celle-ci fait appel a un chelateur du 
fer, la desferrioxamine (Desferal®) qui mobilise le fer des reserves et permet son 
elimination urinaire et fecale. 

Tout ceci explique la biologie de ces maladies dans lesquelles on a : 

- une anemie hypochrome ; 

- un fer sanguin qui est souvent normal mais parfois augmente ; 

- une ferritine circulante augmentee. 

3.22.2. Surcharge secondciire des insuffisants renaux 

Les insuffisants renaux peuvent developper des carences en fer, mais le plus 
souvent par le fait de transfusions repetees ou par supplementation a titre syste- 
matique lors des hemodialyses, ils vont presenter une surcharge en fer. 

3.2.2.3. Surcharge secondaire a une maladie metabolique 

- Syndrome d'hepatosiderose dysmetabolique qui associe a un contexte poly- 
metabolique (surpoids et /ou troubles du metabolisme des glucides et / ou des 
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lipides et /ou hypertension arterielle) une hyperferritinemie avec des taux de 
transferrine et de fer normaux. Le foie presente une steatose mais la physiopa- 
thologie de ce syndrome est inconnue. II est cependant rencontre assez frequem- 
ment. 

- Porphyrie cutanee 

- Atransferrinemie dans laquelle l'organisme ne synthetise pas de transfer¬ 
rine. Le fer absorbe fuit immediatement vers les reserves (maladie exception- 
nelle). 

3.2.2.4. Surcharge secondaire ci une maladie hepatique 

D est habituel de classer certaines hepatopathies, en particulier alcooliques, 
dans les surcharges secondaires. 

II est en effet retrouve, par cytolyse hepatique, une augmentation du fer circu- 
lant et de la ferritinemie. Cependant des etudes recentes ont montre que le fer 
global de 1'organisme n'etait pas augmente et que Ton ne pouvait pas parler 
dans ce cas de surcharge vraie. 


4. Techniques de dosage 

4.1. Fer plasmatique (ou serique) 

Ce qui est dose, c'est le fer presque exclusivement transports par la transfer¬ 
rine. 

L'heure de la ponction veineuse doit etre standardise du fait de la variation 
nycthemerale : on preconise entre 8 h et 10 h du matin. 

Les techniques physiques telles que l'absorption atomique ou la coulometrie 
ont une diffusion restreinte (1,5 % des laboratoires franqais). 

Le fer est surtout determine par colorimetrie. Le principe de dosage est le sui- 
vant: 


Fe +++ lie ii la transferrine 


acidification 
_ pH <5 > 


+ apotransferrine 


Fe +++ 


reducteur 
- > 


Fe ++ 


Fe ++ + chromogene-> produit colore 

Deux grands types de methodes coexistent : 

- celles dans lesquelles les proteines sont precipitees, mais du fait de l'auto- 
mation, ces techniques disparaissent du marche ; 

- celles dans lesquelles on conserve les proteines en suspension et qui sont 
appelees « directes ». 
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Ces techniques directes connaissent un tres grand succes en raison du deve- 
loppement des automates. H 

L'adjonction de chlorhydrate de guanidine permet de maintenir les proteines 
en solution malgre le pH acide. 

Tous les chromogenes peuvent etre utilises : BPS (Bathophenanthroline sulfb- 
nee, ferene S, TPTZ (tripyridyltriazine), ferrozine, rnais ceux qui ont une sensi- 
bilite elevee (ferene S et ferrozine) sont maintenant les plus diffuses, car a 
concentration en fer egale, le produit colore mesure presente une absorbance 
plus elevee. 


4.2. Transferrine 

Son taux peut etre evalue indirectement en saturant la transferrine par un 
exces de fer, suivi par un dosage de la sideremie apres elimination du fer en 
exces (non fixe) par sa recuperation sur de l'hydroxycarbonate de magnesium 
ou sur une resine echangeuse d'ions. C'est une technique qui ne donne pas de 
bons resultats. 

Le dosage direct de la transferrine, technique qui doit etre preferee, se fait par 
une technique immunochimique qui peut etre automatisee. 


4.3. Ferritine plasmatique 

Le dosage de la ferritine plasmatique ou serique, est maintenant accessible a 
tous les laboratoires par l'apparition d'automates appliquant une technique 
immuno-enzymologique avec marqueur non isotopique. Cependant certains 
laboratoires hospitaliers continuent de doser cette molecule par une technique 
radio-immunologique faisant appel a des marqueurs radioactifs. 
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Metabolisme du magnesium, 
du cuivre et du lithium 

Pierre Valdiguie et Thierry Levade 


Sous-chapitre 1: 
MAGNESIUM 


Le magnesium est un metal blanc argente, s'oxydant facilement a l'air (d’ou 
son important pouvoir reducteur) qui joue un role important en biologie 
humaine, aussi bien sur le plan dynamique, comme cofacteur de nombreuses 
reactions enzymatiques, que sur le plan statique car il participe, avec le calcium, 
a la structure de l'os. 


1. Notions physiologiques et biochimiques 
fondamentales 

1.1. Repartition 

Un adulte de 70 kg contient en moyenne 1 000 mmol soit 2 000 mEq de 
magnesium soit environ 24 g (le magnesium etant un cation bivalent de poids 
atomique 24,31). 

Plus de 50 % de ce total sont constitues par le magnesium osseux qui se pre¬ 
sente sous forme de carbonate amorphe fixe a la surface des cristaux d'hydroxy- 
apatite. II ne peut, cependant, en aucun cas remplacer le calcium au sein de ces 
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cristaux. D contribue a compenser rapidement les variations de la magnesiemie, 
remarquablement stable. 

Dans le sang, le magnesium plasmatique n'atteint pas 1 % du capital global. 
Dans les tissus mous, le magnesium est surtout abondant dans le muscle oil il 
participe a la constitution des chaines d'actomyosine. 


1.2. Origine du magnesium 

Les besoins quotidiens alimentaires sont chez l'adulte de 0,25 a 0,5 g et chez 
le nourrisson de l'ordre de 6 mg/kg de poids corporel. 

Les principales sources alimentaires sont le lait et les vegetaux verts 

(chlorophylle). 

Son absorption intestinale (qui a principalement lieu au niveau du jejunum et 
de l'ileon) depend de conditions et de facteurs tres proches de ceux qui reglent 
l'absorption calcique. Elle est en effet favorisee par un regime riche en pro- 
teines, l'acidite gastrique, la secretion de parathormone, la vitamine D et est 
diminuee par un regime riche en acides gras, en phosphates et en phytates. 

Plus de la moitie du magnesium ingere est rejetee dans les feces chez l'adulte. 


13. Metabolisme et action biochimique 

Dans le serum, le magnesium se presente, comme le calcium, sous deux 
formes : 

- diffusible, comprenant le magnesium ionise (55 %) (au niveau du rein, on 
admet l'existence d'une filtration glomerulaire portant sur la fraction ionisee 
puis d'une reabsorption tubulaire portant sur 90 % du magnesium filtre), et le 
magnesium complexe lie a des anions comme les phosphates, citrate ou lactate 
(10 a 15%), 

- non diffusible correspondant au magnesium lie auxproteines (30 a 35 %). 

Cofacteur de nombreuses enzymes du metabolisme intermediate, le magne¬ 
sium est surtout un cation intracellulaire (principalement localise dans les mito- 
chondries). Sa determination dans les erythrocytes sera ainsi un moyen indirect 
de l'apprecier. 

II intervient egalement dans les phenomenes d'excitabilite neuromusculaire 
en synergie avec les ions H' 1 " et (ja’ 1 " 1 " (globalement l'ion Mg ++ etant un ion 
« sedatif»). II joue probablement un role dans les phenomenes d'agregation 
plaquettaire et est antagoniste de certains effets du calcium. 
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2 . Exploration 

2.1. Methodes de dosages 

Le dosage du magnesium n'est reellement satisfaisant qu'en spectrophotome- 
trie d'absorption atomique (methode de reference) ; cependant seulement 3,2 % 
des laboratoires utilisaient cette technique en avril 1989. 

Les methodes colorimetriques sont les plus utilisees avec pour indicateur 
colore la calmagite (77,9 %) ou le magon (11,4 %). Ainsi, en milieu alcalin la 
calmagite bleue forme avec le magnesium un complexe rose dont l'intensite de 
coloration, lue a 538 nm, est proportionnelle a la concentration du magnesium. 

L'EGTA (ethylene glycol tetra-acetique) et le cyanure de potassium eliminent 
les interferences du calcium et des metaux. 


2.2. Valeurs usuelles 

Les valeurs usuelles sont : 

- dans le serum 0,65 a 1,15 mmol/l (1,3 a 2,3 mEq/l) ; 

- dans les erythrocytes 1,65 a 3,20 mmol/l; 

- dans les urines 1 a 12 mmol/24 h. 

La concentration intra-erythrocytaire en magnesium exige l'absence d'hemo- 
lyse pour un dosage serique exact. 

La determination du magnesium intra-erythrocytaire est interessante a effec- 
tuer, les erythrocytes etant les cellules permettant d'approcher la teneur en 
magnesium des autres cellules de l'organisme. Cependant, il faut savoir que la 
teneur intra-erythrocytaire est 2,5 a 3 fois plus faible que celle des autres cel¬ 
lules. 

Une augmentation physiologique de la magnesiemie peut etre observee chez 
le nourrisson et la femme enceinte. 


3. Variations pathologiques 

3.1. Hypermagnesiemies 

L'hypermagnesiemie (au dessus de 2,5 mmol/l) entraine d'abord : 

- des troubles cardiaques lies a l'allongement des temps de conduction 
sinoauriculaire et intracardiaque ; 

- des troubles respiratoires ; 

- des troubles nerveux avec somnolence et coma (narcose magnesienne) au 
dela de 7,5 mmol/l. 
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Les principales causes d’hypermagnesiemie sont: 

- Vinsuffisance renale au cours de laquelle elle evite le plus souvent une 
tetanie (pour une clairance de la creatinine inferieure a 0,5 ml/s, le magnesium 
peut atteindre 1,5 mmol/1). L'hypermagnesiemie est habituellement lente ; 

- I'intoxication iatrogene a la suite d'injections de serum glucose magnesie 
hypertonique intraveineux pour le traitement de l'eclampsie. 


3.2. Hypomagnesiemies 

3.2.1. Spasmophilie 

L'hypomagnesiemie (au dessous de 0,7 mmol/1), associee ou non a une hypo- 
calcemie, peut entrainer des mouvements anormaux, predominant aux membres 
superieurs, une tetanie vraie, une spasmophilie. 

La spasmophilie ou tetanie normocalcemique ou tetanie chronique idio- 
pathique est un syndrome clinique tres frequent — ou tout au moins tres fre- 
quemment diagnostique. Probleme de medecine praticienne plus que d'hopital, 
elle se manifeste par des signes tres variables selon les individus (souvent de 
sexe feminin): 

3.2.1.1. Signes 

- Parfois une tetanie classique, sensitivomotrice avec son spasme carpope¬ 
dal, la main d'accoucheur, les troubles centripetes de la sensibilite et jamais de 
perte de connaissance. 

- Le plus souvent ce ne seront que des signes fonctionnels regroupes habi¬ 
tuellement sous le terme de « dystonie neurovegetative » et participant a une 
nevrose anxieuse : hyperemotivite, paresthesies laryngees, dyspnee « sine mate- 
rie », sensation d'oppression thoracique, palpitations, cephalees, dysphagie, ato- 
nie vesiculaire avec ballonnement post-prandial, eructations, colopathie spasmo- 
dique avec alternance de diarrhee et constipation, lombalgies et dorsalgies, etc. 

- II y a cependant dans tous les cas une hyperexcitabilite neuromusculaire 
objectivee par le signe de Chvostekpositif (attraction de la commissure labiale 
lors de la percussion a mi-chemin entre le conduit auditif externe et Tangle buc¬ 
cal) et une activite repetitive a Velectromyographie (doublets, triplets, rnulti- 
plets). 

- La baisse du magnesium serique est rare, un peu moins lors du dosage 
erythrocytaire et se pose alors le probleme de savoir si la spasmophilie est une 
entite definissable. On parle alors de « terrain spasmophile » ou d'« activite 
autorythmique » survenant chez un sujet normal a Toccasion d'un stimulus ade- 
quat, tel que l'hyperpnee ou Temotion... 
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3.2.1.2. Traitement 

- Symptomatique : ne pouvant traiter toutes les plaintes du malade, seules 
seront prises en compte celles qui constituent une gene a l'activite profession- 
nelle ou aux relations socio-familiales. 

- Le traitement medicamenteux associera aux anxiolytiques le magnesium, 
en cure longue, parfois du 25-OH-cholecalciferol. 

3.2.1.3. Etiologies 

Les principales causes sont : 

- en pathologie digestive, maldigestion, malabsorption intestinales, les pertes 
digestives lors de fistules ou de diarrhees au long cours ; 

- en pathologie renale, toutes les causes entrainant une diminution de la 
reabsorption tubulaire ; 

- les pertes cutanees importantes (brulures) ; 

- I'allaitement prolonge. 

3.2.2. Autres origines 

- Hypomagnesiemie du nouveau-ne. 

Elle peut s'observer : 

- Au cours de l'alimentation au lait de vache, qui, riche en phosphates, peut 
inhiber l'absorption intestinale. 

- A la naissance, avec un caractere familial idiopathique. 


3.3. Variations urinaires 

Une hypermagnesiurie peut etre notee, a l'occasion d'une hypomagnesie¬ 
mie, quelle qu'en soit sa cause. 

Une hypomagnesiurie peut enfin s'observer en cas de denutrition profonde 
voire de malabsorption severe, ou d’autres signes predomineront. 



Sous-chapitre 2 : 
CUIVRE 


Oligoelement de poids atomique 63,55, le cuivre est indispensable a la vie car 
il fait partie integrante de la structure de diverses oxydases. II appartient au 
groupe des « elements trace » car sa quantite totale chez un adulte de 65 kg 
n'est que de 100 mg. 


1. Metabolisme 

1.1. Besoins 

Ils sont de l'ordre de 2 a 3 mg/j chez l'adulte, de 4 a 7 mg/j chez le jeune. 

1.2. Apports, absorption 

Les cereales, le lait, les viandes (40 a 50 mg de cuivre/jour pour une ration 
protidique normale) represented les apports les plus importants et largement 
excedentaires. 
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L'absorption est intestinale apres ionisation par l'acide chlorhydrique gas- 
trique. Ses modalites exactes ne sont pas connues. 

Ceci amene a parler de la « biodisponibilite » du cuivre, c'est-a-dire la pro¬ 
portion de l'apport alimentaire qui, apres absorption effective, sera capable d’as- 
surer son role biologique. 

1.3. Transport sanguin 

Dans le sang le cuivre est present dans les globules rouges (sous forme d'ery- 
throcupreine) et dans le plasma il est soit libre (< 5 %) ou fixe sur la serum- 
albumine (2 %), soit surtout present dans une a 2 -glycoproteine, la ceruleo- 
plasmine (95 %). 

C'est une heteroproteine, de couleur bleue, contenant 6 a 8 atomes de cuivre 
selon les auteurs, pour un poids moleculaire de 135 000 d soit 0,34 % de cuivre. 
La nature de la liaison cuivre-proteine n'est pas totalement connue. Elle peut 
perdre in vitro la moitie de son cuivre sous faction d’un reducteur comme 
l'acide ascorbique. 

La ceruleoplasmine possede l'activite d'une oxydase oil le cuivre serait le 
coenzyme. C'est une proteine de la reaction inflammatoire. (Cf. chapitre 9). 

Chez l'adulte les valeurs usuelles de ceruleoplasmine sont de 0,2 d 0,5 g/l. 

1.4. Repartition dans I’organisme 

En dehors du cuivre globulaire et plasmatique, de nombreux tissus sont riches 
en cuivre (foie, muscles). 

Cependant le systeme nerveux central vient indiscutablement en tete. La 
teneur en cuivre de la substance grise est beaucoup plus elevee que celle de la sub¬ 
stance blanche. Le locus niger a une charge cuprique particulierement importante. 
Une cuproproteine a ete isolee du cerveau et denommee cerebrocupreine. 

A 

1.5. Elimination 

Le cuivre normalement ne s'accumule pas dans l'organisme. 

Les voies d'elimination sont de valeur tres inegale : 

- une part mineure (du fait de la faible part du cuivre diffusible) est eliminee 
par vole urinaire : environ 20 (xg/j, 

- une majeure partie est eliminee par les voies biliaires et par les feces : le 
cuivre fecal represente plus de 99 % du cuivre alimentaire. 

Son origine est double : 

- cuivre ayant simplement traverse le tube digestif sans etre absorbe, 

- cuivre absorbe dans l'intestin et ensuite partiellement elimine par la bile et 
les autres secretions digestives. 
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1.6. Role metabolique 

Le cuivre fait partie, comme cofacteur, de divers systemes enzymatiques 
impliques dans des reactions d'oxydoreduction ou dans le metabolisme de 
l’oxygene. 

Ce metal n'agit jamais comme ion libre, mais 

- soit sous forme liee par valence a la partie proteique de metalloenzymes, 

- soit sous forme de complexe non sature pouvant se lier au substrat. 

Les principales enzymes renfermant du cuivre sont la dopamine (S-hydroxy- 
lase, catalysant la synthese de la noradrenaline, la cytochrome C oxydase, 
maillon des chaines respiratoires, la ceruleoplasmine (impliquee dans le trans¬ 
port du cuivre et surtout dans une activite ferro-oxydasique maintenant le fer a 
l'etat ferrique) et la superoxyde dismutase qui protege les cellules de l'effet 
toxique des radicaux libres de l'oxygene. 


2 . Exploration 

2.1. Prelevement et techniques 

Pour le prelevement sanguin et le recueil des urines, il est conseille d'utiliser 
du materiel plastique pour eviter les phenomenes d'absorption qui ont lieu sur le 
verre. 

Le dosage s'effectue : 

- soit selon une technique de spectrometrie d'absorption atomique utilisant 
une flamme air acetylene a la longueur d'onde de 324,8 nm ; 

- soit par des techniques colorimetriques (bathocuproine, oxalyidihydrazide) 
moins sensibles et moins specifiques. 

2.2. Valeurs usuelles 

La cupremie ou cuivre plasmatique est de 12 a 25 pmol/l. 

Pendant 1'evolution de la grossesse, la cupremie augmente regulierement jus- 
qu'au terme, parallelement a l'augmentation de la ceruleoplasmine, liee aux 
oestrogenes. 

Les traitements aux oestrogenes et les contraceptifs oraux produisent le meme 
effet. 

Les valeurs urinaires usuelles sont < 1,5 p.mol/24 h. 
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3. Variations pathologiques 

• Les carences en cuivre avec hypocupremie s'observent : 

- soit dans le cas d'une maladie hereditaire tres rare, liee au chromosome X : 
la maladie de Menkes, caracterisee par un defaut d'absorption intestinale du 
cuivre, de diagnostic precoce tres difficile et de pronostic le plus souvent fatal 
avant 3 ans. 

- soit chez le nouveau-ne soumis a une alimentation parenterale exclusive. 

- soit dans des affections tres diverses : syndrome nephrotique (par fuite de 
ceruleoplasmine), syndromes de malabsorption (sprue et maladie coeliaque) ou 
d'hypercatabolisme (brulures etendues), et enfin dans les severes denutritions 
(kwashiorkor et marasme). 

• Les hypercupremies peuvent se rencontrer dans une foule d'affections : 

hemochromatose, cirrhose biliaire primitive, hemopathies malignes, maladies 

du collagene et enfin dans tous les etats inflammatoires ou il y a elevation de la 
ceruleoplasmine. 

• La maladie de Wilson est une maladie hereditaire rare, de transmission 
autosomique recessive. Le gene a ete identifie sur le chromosome 13 ; il code 
une ATPase membranaire transporteuse de cation. Cette affection est caracteri¬ 
see par une accumulation progressive de cuivre dans l'organisme et principale- 
ment dans le foie, le systeme nerveux central et la cornee. La symptomatologie 
associe une cirrhose hepatique, une degenerescence des noyaux gris centraux 
(degenerescence hepatolenticulaire), une atteinte renale et un anneau vert peri- 
comeen (anneau de Kayser-Fleischer). 

Les signes biochimiques sont un abaissement du cuivre et de la ceruleoplas¬ 
mine plasmatiques, une elevation de l’elimination urinaire du cuivre et de sa 
concentration hepatique. 

Le traitement consiste en 1’administration de la D-penicillamine. 



Sous-chapitre 3 : 
LITHIUM 


Le lithium est un metal alcalin, comme le sodium ou le potassium, qui n'est 
normalement pas present dans le plasma, sauf a l'etat de traces, et il n'a 
d'ailleurs pas de role physiologique connu. 

II est utilise en therapeutique dans les psychoses maniaco-depressives 
(troubles de l'humeur avec alternance de periodes d'excitation maniaque ou 
hypomaniaque et des periodes de depression plus ou moins profonde). En mede- 
cine generale, diverses autres indications ont aussi ete proposees car il n'exerce 
aux doses therapeutiques aucun effet depresseur sur le systeme nerveux central. 

La toxicite des sels de lithium, carbonate ou gluconate, commercialises sous 
les noms respectivement de Teralithe® et Neurolithium® risque cependant d'en- 
trainer une pathologie iatrogene serieuse et le role du laboratoire est important 
pour maintenir les concentrations plasmatiques aux valeurs correctes, justifiant 
ce chapitre particulier. 


1. Metabolisme 


Le lithium est habituellement present par voie buccale. Apres cette adminis¬ 
tration orale, le carbonate ou le gluconate de lithium est absorbe totalement et 
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rapidement dans le tube digestif. L'absorption est associee a celle du sodium et 
retentit done aussi sur l'absorption de l'eau et de diverses substances dissoutes, 
comme le glucose. Ainsi s'expliqueront la diarrhee et les vomissements lors des 
intoxications lithiees. 

II diffuse ensuite dans tous les secteurs liquidiens (diffusion egale a celle de 
l'eau totale) mais la penetration cellulaire est beaucoup plus lente, ce qui 
explique le delai d'environ une semaine avant l'obtention d'une reponse thera- 
peutique correcte. 

On observe d'ailleurs une repartition tres variable suivant les organes et le 
temps total de transfert intracellulaire est faible dans le foie mais eleve dans le 
cerveau (ou certaines cellules sont capables d'accumuler ce metal). Le lithium 
est aussi present dans la salive et dans le lait. 

La penetration intracellulaire se fait probablement par plusieurs meca- 
nismes: 

- transport par les bicarbonates, qui serait le mecanisme le plus important ; 

- diffusion passive sans doute en rneme temps que le sodium. 

En revanche Vexpulsion du lithium par le mecanisme de la pompe a sodium 
se fait beaucoup plus difficilement que pour le sodium, ce qui explique sans 
doute la rapidite de survenue des signes d'intoxication au niveau du rein, du cer¬ 
veau et du cceur. 

La demi-vie plasmatique est comprise entre 18 et 36 heures ; elle semble 
augmenter chez les patients sounds a une lithiotherapie au long cours. 

Le mecanisme d'action du lithium est encore mal connu. 

Au niveau de l'extremite des fibres adrenergiques du cerveau, une augmenta¬ 
tion du « turnover » de la noradrenaline a ete signalee, liee peut-etre a un effet 
stimulant sur la dopamine (3-hydroxylase, enzyme de la synthese des catechola¬ 
mines noradrenaline et adrenaline. 

L'elimination renale du lithium se fait par filtration complete au niveau du 
glomerule puis reabsorption presque complete (environ 75 %) au niveau du 
tubule proximal suivie d'une excretion distale peu modifiee par l'aldosterone ou 
les diuretiques classiques. 

Cette excretion renale est liee au sodium car les deux ions Na" 1 " et Li" 1 ' ont des 
mecanismes de transport certainement identiques. Ainsi s'explique la retention 
lithiee plasmatique rapide des regimes sans sel. 

Toute elevation du taux plasmatique perturbe aussi l'elimination de l'eau et 
des ions H' 1 ", avec diabete insipide resistant a l'hormone antidiuretique. 


2 . Exploration 

Le sang pour dosage du lithium serique sera preleve sur un tube sec ; par 
contre le lithium erythrocytaire sera preleve sur tube contenant de l'EDTA. 
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Le prelevement est effectue avant une nouvelle prise et toujours a la meme 
heure. 

Le lithium est dose par spectrophotometrie d'emission de flamme, en utili- 
sant du chlorure de potassium ou de cesium comme standard interne, a la lon¬ 
gueur d'onde de 670 nm. Depuis peu des appareils equipes d'electrode selective 
a lithium sont apparus, et permettent de doser cet element avec une bonne fiabi- 
lite. 

— La zone therapeutique est : 

- pour le serum de 0,6 a 1 mmol/1 

- pour les erythrocytes de 0,2 a 0,4 mmol/1. 

La conduite du traitement, apres controle de l'integrite renale, necessite une 
surveillance reguliere du taux de lithium plasmatique afin d'adapter la posologie 
par une augmentation progressive des doses. La posologie sera, bien entendu, 
adaptee a chaque individu et a la reponse clinique. 

La lithiemie efficace une fois atteinte, les dosages de controle seront d'abord 
hebdomadaires puis ensuite mensuels. 

Les seules contre-indications majeures tiennent : 

- a l'insuffisance renale en raison de l'elimination du metal par le nephron ; 

- a la prescription d'un regime desode pour asystolie, hypertension arterielle 
ou tout autre syndrome renal ou cardiovasculaire ; 

- a la presence d'un traitement diuretique agissant sur la depletion sodee ; 

- a la grossesse (premier trimestre) et a l'allaitement. 

Les signes d'intoxication lithiee sont lies aux concentrations plasmatiques 
du lithium : 

- au dessus du seuil de 1,2 mmol/1, les premiers signes a apparaitre sont 
digestifs, avec diarrhee, vomissements, suivis ensuite par des troubles neurolo- 
giques, avec troubles du comportement par confusion mentale, tremblements, 
obnubilation puis coma. 

Cette intoxication aigue devra etre traitee par des perfusions de bicarbonate 
de sodium. II est exceptionnel, hormis les cas d’intoxication volontaire, que l'on 
soit amene a utiliser l'epuration extra-renale par hemodialyse ; 

- l'intoxication chronique s'installe progressivement avec des troubles du 
rythme cardiaque, hypotension mais surtout risque de diabete insipide. 

En pratique courante les doses initiates doivent etre faibles, habituelle- 
ment 2 a 3 comprimes repartis dans la journee. Elies seront augmentees 
progressivement jusqu'a obtenir la dose therapeutique efficace. 
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Metabolisme des glucides 


Pierre Valdiguie et Thierry Levade 


Par l'importance des glucides dans la ration alimentaire et dans le metabo¬ 
lisme energetique de la cellule, par la frequence tres grande du diabete sucre, on 
comprend l'interet toujours soutenu de l'etude de la physiologie et de la biochi- 
mie du metabolisme glucidique, des moyens d'exploration dynamique de la 
glyco-regulation, visant essentiellement a depister le diabete au stade infracli- 
nique. 

Si les traitements du diabete patent et de certaines de ses complications sont 
bien connus, par contre nous n'avons encore que des renseignements incomplets 
sur la physiopathologie et la genetique des diabetes non insuline-dependants. 


1. Notions physiologiques et biochimiques fondamentales 

1.1. Glycemie 

C'est une des constantes biologiques fondamentales situee entre 4,45 et 
5,55 mmol/l (0,8 et 1 g/1, PM = 180) soit 5 mmol/l en moyenne. De son main- 
tien dependent en particulier le fonctionnement cerebral dangereusement atteint 
au dessous de 1,65 mmol/l et certains troubles hydroelectrolytiques (coma 
hyperosmolaire) lors de fortes hyperglycemies. 

7.7.7. Origine du glucose sanguin 

Le glucose sanguin, melange d'a et (3-glucopyranoses provient de deux 


sources : 
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1.1.1.1. Origine exogene 

L'alimentation humaine comporte un apport en glucides qui represente envi¬ 
ron 50 % de la ration energetique, soit un apport moyen de 200 a 300 g/jour. 

Les glucides alimentaires sont de source principalement vegetale. Les apports 
sont completes par les laitages et les sucres raffines (annexe 1). 

Une partie des glucides est apportee sous forme simple, fructose contenu dans 
les fruits, galactose du lait. Cependant la plupart des sucres simples sont repre¬ 
sents par les diosides tels le saccharose et le lactose. 

Une autre partie des glucides, en particulier ceux contenus dans les pommes 
de terre, les feculents, est apportee sous forme de polyosides (amidon). Ils 
devront etre hydrolyses avant d'etre absorbes dans l'intestin. 

En effet seuls le glucose, le galactose, le fructose, le sorbitol peuvent franchir 
la barriere intestinale et passer dans la circulation sanguine. 

La digestion salivaire permet, sous Faction de l'amylase, d'hydrolyser les 
longues chaines d'amidon en oligosides et diosides. Elle se poursuit sous Fac¬ 
tion de l'amylase pancreatique 

La digestion intestinale est l'etape definitive. Elle a lieu tout au long du 
grele. Elle permet d'obtenir des oses a partir des oligosides et des diosides. 
Une fois hydrolyses en sucres simples, les glucides sont absorbes, grace a un 
phenomene actif, par la muqueuse intestinale et deverses dans la circulation 
porte. L'absorption des sucres necessite l'integrite de la muqueuse intestinale. 
Elle est aussi bee a la temperature, au pH du milieu et a la presence conjointe 
d'autres produits absorbables (acides gras, peptides, acides amines). 

1.1.1.2. Origine endogene 
• A partir des glucides 

- Le glycogene represente la forme de reserve glucidique de toute cellule 
animale. Chez l'homme, le foie est l'organe dont la teneur en glycogene peut 
etre la plus elevee (10 a 12 % du poids frais) mais les muscles (1 a 3 % du 
poids frais) renferment grace a leur masse, la moitie du glycogene total de 
l'organisme. 

On appelle glycogenolyse le processus par lequel le glycogene est decompose 
dans la cellule : ou bien cette degradation se poursuit par le catabolisme de radi- 
caux glucose (glycolyse) ou bien le glucose est libere et s'echappe de la cellule 
pour passer dans la circulation sanguine. Le premier cas interesse tous les tissus, 
le second est limite au foie, mais son importance physiologique est tres grande 
dans la regulation de la glycemie (transformation du glycogene en glucose sous 
Faction d'une enzyme debranchante, d'une phosphorylase, dont l'activation est 
catalysee par F adrenaline et le glucagon puis l’AMPc, donnant le glucose-1- 
phosphate, d'une phosphoglucomutase formant du glucose-6-phosphate lequel 
subira Faction de la glucose-6-phosphatase pour donner finalement du glucose 
libre). 
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Alimentation 

Polyosides 

Diosides 


Glvcooene hepatiaue 


Glvcooene musculaire 


GLUCOSE SANGUIN 


Neoglucogenese 
Aminoacides 
Glycerol des TG 


Glvcolvse, Cycle 
"*■ citrioue. Eneroie 


• Lactate 


Glvcosaminoalvcannes 


Figure 6.1 • Origine et destinees du glucose sanguin. 


- A partir des autres hexoses, le glucose est normalement le precurseur des 
autres oses de l'organisme meme si ceux-ci sont apportes par l'alimentation, il 
est exceptionnel qu'ils soient utilises comme tels et ils sont generalement trans¬ 
formes en glucose au niveau du foie. 

• A partir des lipides et des protides — Neoglycogenese on Neoglucogenese 

- En principe, la cellule animale trouve suffisamment de glucose dans son 
alimentation pour ne pas avoir besoin d'en synthetiser. Mais plusieurs circons- 
tances peuvent l'y contraindre : le jeune glucidique, un catabolisme proteique 
excessif ou plus simplement le travail musculaire generateur d'un exces d'acide 
lactique que la cellule hepatique utilise pour la regeneration du glycogene. 

Les composes glucoformateurs autres que l'acide pyruvique et l'acide lac¬ 
tique sont essentiellement les protides par les acides amines glucoformateurs 
dont le catabolisme aboutit a l'acide oxaloacetique ou a l'acide pyruvique. Leur 
catabolisme excessif (jeune, diabete, action des hormones corticosteroides 
hyperglycemiantes) aboutit a une formation de glucose et de glycogene. De 
meme l'acide a-cetoglutarique issu de la transamination est un excellent precur¬ 
seur du glucose. 

- Les lipides peuvent, par le glycerol, donner du glucose. La transformation 
des acides gras et de l'acetate en glucose, n'est pas une voie classique. 

Le foie assure a lui seul 90 % de la neoglucogenese dans l'organisme (le rein 
intervenant pour 10 %). La neoglucogenese peut fournir jusqu'a 300 g de glu¬ 
cose par jour. 
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1.1.2. Facteurs de regulation de la glycemie 

1.1.2.1. Facteurphysico-chimique d'autoregulation 

Toutes les reactions chimiques entrainant la disparition du glucose : 

Pyruvate <-> Glucose <-> Glycogene 

sont en equilibre et la loi d'action de masse regira ces equilibres, orientant le 
sens des reactions pour les devier du corps le plus concentre vers le moins 
concentre. 

1.1.2.2. Facteur metabolique 

- L'utilisation du glucose entraine rapidement une hypoglycemie (que le glu¬ 
cose provienne du glycogene ou du glucose circulant, la cellule ne l'utilise que 
sous forme de glucose-6-phosphate). 

- Pour fourair de I'energie, apres oxydation, la principale voie glycoly- 
tique est celle d'Embden Meyerhof caracterisee par la formation d'un ester 
diphosphorique du fructose. La glycolyse aboutit a la formation d'acide pyru- 
vique qui constitue un aliment preferentiel pour la mitochondrie. 

La degradation complete du glucose comporte done deux series de reactions : 
la premiere, catalysee par les enzymes solubles du cytoplasme, est realisee en 
anaerobiose ; la seconde, au niveau des mitochondries, est strictement aerobie. 

En anaerobiose, l'acide pyruvique conduit a l'acide lactique, phenomene pre¬ 
dominant dans la contraction musculaire. 

En aerobiose, l'acide pyruvique est l'objet d'une decarboxylation oxydative 
par les mitochondries avec formation d'acetyl-CoA ; ainsi deux carbones de 
l'acide pyruvique sont incorpores dans une molecule d'acide citrique qui pourra 
suivre alors la voie du cycle tricarboxylique de Krebs. Le bilan de ce cycle est 
l'oxydation complete du radical acetyle en gaz carbonique avec production de 
12 ATP. 

- Pour fourair du NADPH+H" 1 ", la deuxieme voie glycolytique est une voie 
oxydative appelee voie des pentoses car elle donne naissance a plusieurs pen¬ 
toses. Le principal interet de cette voie oxydative directe du glucose-6-phos- 
phate reside en ce qu'elle est generatrice de NADPH+H" 1 ", coenzyme specifique 
de plusieurs reactions importantes : 

- Synthese de l'acide phosphoenoipyruvique qui, apres carboxylation, pourra 
contribuer au cycle citrique en lui fournissant l'acide oxalo-acetique. 

- Biogenese des acides gras, 

- Biogenese des sterols, hydroxylations diverses. 

- Pour fourair de l'acide glycuronique, apres oxydation (lors des proces¬ 
sus de detoxication). 

- Le stockage sous forme de glycogene est aussi une autre forme de maintien, 
bien classique, de la glycemie. 
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La glycogenogenese a partir du glucose et la glycogenolyse apparaissent 
comme un double processus equilibre, mais pas strictement reversible. 

La reaction catabolique s'effectue plus facilement que la reaction de synthese 
dans le milieu aqueux ou vivent nos cellules. 

L'existence de deux voies catalysees par des enzymes differentes permet de 
comprendre la regulation endocrinienne du metabolisme du glycogene, dont la 
degradation est activee par l'adrenaline et la synthese par l'insuline. 

Ainsi finalement, chez un sujet en equilibre ponderal ou l'activite physique 
est mineure: 

- 67 % des glucides alimentaires sont degrades, ' 

, - 3 % enrichissent les reserves glycogeniques, 

; > - 30 % sont stockes sous forme de reserves adipeuses. 

1.1.2.3. Facteur nerveux. 

Les centres hypothalamiques commandent l'appetit et la satiete, la production 
d'hormones hypophysaires. 

Le systeme orthosympathique et les medullo-surrmales enfin interviennent 
par les catecholamines (le stress et l'hypersympathicotonie inhibent la secretion 
d'insuline induite par le glucose). 

Par opposition a Faction du systeme parasympathique dont la stimulation 
provoque une insulino-secretion, le systeme nerveux sympathique est directe- 
ment implique dans la regulation de l'equilibre glycemique puisque tous ses 
effets sont hyperglycemiants. Ceci a une importance tres grande chez le diabe- 
tique insuline-dependant chez lequel les emotions peuvent provoquer selon le 
cas hyper ou hypoglycemie. 

1.1.2.4. Facteur hormonal 

II est tout a fait fondamental, grace a : 

- Un systeme hyperglycemiant associant de multiples hormones. 

Les hormones de l'urgence ont pour role de mobiliser dans un temps tres 
court le glucose dont Forganisme a un besoin urgent. Elies agissent done essen- 
tiellement sur le foie et sur les muscles, mais leur action est evidemment ubiqui- 
taire ; 

- les catecholamines (adrenaline et noradrenaline) favorisent : 

- la glycogenolyse hepatique par un double mecanisme, (3 adrenergique 
AMPc dependant (activant une proteine kinase qui elle meme active les phos- 
phorylases) et a adrenergique fa"*"*" dependant ; 

- la glycogenolyse musculaire sous l'effet d'un mecanisme p adrenergique ; 
elle s'accompagne d'une lipolyse importante ; 

- la secretion de glucagon ; 

inhibent l'insulinosecretion par un effet adrenergique. 
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- Le glucagon (secrete par les cellules a des ilots de Langerhans) : 

- provoque une glycogenolyse franche et massive par activation du systeme 
des phosphorylases ; 

- active la neoglucogenese et la lipolyse ; 

- active puissamment la secretion insulinique. 

- Les hormones d'action hyperglycemiante progressive interviennent pour 
maintenir le niveau normal de la glycemie. 

La somathormone ou hormone de croissance, alors qu’a faible dose elle sti- 
mule la secretion d'insuline, est au contraire « diabetogene » a des taux plus 
importants. Elle freine Faction glucokinasique. Elle freine la lipogenese. 

Le cortisol (le nom meme de glucocorticolde montre bien Faction de l'hor- 
mone), a une action neoglucogenetique. II active la lipolyse et la proteolyse et 
stimule la neoglucogenese a partir des aminoacides. 

- Un systeme hypoglycemiant unique, oppose a la multiplicite des systemes 
hyperglycemiants est represente par Vinsuline. 


1 . 1 . Metabolisme et action biochimique de l'insuline 

Des le XIX e siecle, la notion de pancreas endocrine apparait, puis celle de la 
production par cette partie de la glande, d'une substance controlant le metabo¬ 
lisme des glucides. 

Le XX e siecle voit apporter la preuve par Banting et Best (1922), de l'exis- 
tence de cette substance tandis que Sanger etablit sa composition en acides ami¬ 
nes et que Steiner decouvre son precurseur la pro-insuline (1967). 

1.2.1. Metabolisme 

1.2.1.1. Structure (annexe 2) 

Polypeptide de PM 5800, l'insuline est constitute de deux chaines : la chaine 
A (21 acides amines) et la chatne B (30 acides amines) reunies par deux ponts 
disulfures qui relient les cysteines 7 et 20 de la chaine A avec respectivement 
les cysteines 7 et 19 de la chaine B. 

La pro-insuline est composee des deux chaines A et B de la molecule d'insu¬ 
line et d'un troisieme polypeptide, de connexion, le peptide C (33 acides ami¬ 
nes, PM environ 3 000), qui relie l'extremite N terminale de la chaine A a 
l'extremite C terminale de la chaine B. 

La difference de structure primaire des diverses insulines de mammiferes ne 
porte le plus souvent que sur trois acides amines. 

La configuration moleculaire (structure quaternaire) de l'insuline est celle 
d'un hexamere forme par trois dimeres assembles autour d'un axe reliant trois 
atomes de zinc. 
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La molecule d'insuline est antigenique mais son activite immunologique 
depend plus de la structure polymerique, quaternaire, que de la structure pri- 
maire, c'est-a-dire la sequence des aminoacides. 

1.2.1.2. Synthese et stockage 

La cellule (3 des ilots de Langerhans du pancreas fabrique en premier la pre- 
proinsuline. Cette proteine, qui represente le produit de transcription du gene 
de l'insuline, est constitute de proinsuline, allongee a l'extremite aminee de la 
chaine B par une sequence « signal » de PM 2500. 

Apres elimination de cette chaine, le produit obtenu est la proinsuline qui 
s'accumule dans le reticulum endoplasmique oil l'etablissement des ponts disul- 
fures lui donne sa structure definitive. 

La vitesse de cette etape est rapide, de l'ordre d'une minute. La proinsuline 
est ensuite transportee dans Vappareil de Golgi oil commence sa conversion en 
insuline, qui se poursuivra dans les granules de stockage. Cette etape de conver¬ 
sion aboutit a la formation d'insuline et de peptide C. 

Le zinc contenu dans la cellule (3 favorise la formation des hexameres d'insu¬ 
line. 

Alors que la proinsuline n'est pratiquement pas secretee, insuline et peptide C 
par contre sont secretes en quantite egale. 

1.2.1.3. Secretion 

Les 1 000 a 5 000 cellules (3 de chaque ilot de Langerhans fonctionnent 
comme des detecteurs metaboliques. 

La secretion est provoquee, physiologiquement par : 

- Velevation de la glycemie (le glucose etant le stimulant fondamental), 

- certains acides amines (leucine, arginine), 

- certains ions : 

- L'elevation du taux du K + extracellulaire ou le blocage des canaux K + 
declenche la depolarisation de la membrane et la stimulation de l'insulino- 
secretion. 

- L’afflux intra-cellulaire du calcium ionise est done indispensable pour que 
se manifeste la reponse insulinique a un stimulus glucose. 

- Les hormones gastro-duodenales (faction insulino-secretrice du glucose 
est plus marquee apres ingestion qu'apres injection intraveineuse). 

Au point de vue pharmacologique, enfin, sont insulino-stimulateurs : les 
sulfamides hypo-glycemiants, le glucagon ; sont insuline-inhibiteurs les cate¬ 
cholamines. 



140 


Biochimie clinique 



Figure 6.2 • Mecanismes de secretion de l'insuline (d'apres Heuquin). 


1.2.1.4. Circulation — Distribution — Degradation 

Une fois secretee et liberee, l'insuline circule de lag on libre, non liee de fagon 
significative aux proteines plasmatiques. 

Sa demi-vie biologique est d'environ 10 minutes, l'espace de diffusion est 
* celui du secteur extracellulaire. 

L'essentiel de la degradation de l'insuline (90 %) se fait au niveau du foie, le 
reste etant degrade au niveau du rein. 

1.2.2. Action biochimique 

1.2.2.1. Recepteurs membranaires de l'insuline 

La premiere etape de l'action de l'insuline sur les organes cibles se produit 
par fixation de l'insuline sur des recepteurs specifiques membranaires. Leur 
affinite pour l’insuline est specifique ; il existe un seuil d’action et un effet de 
saturation des sites (cooperativite negative). 

Les recepteurs sont des glycoproteines membranaires appartenant au groupe 
des recepteurs « tyrosine kinase ». Ils sont constitues de deux sous-unites a et 
deux sous-unites (3. Le nombre de recepteurs varie avec la structure cellulaire 
consideree et les conditions physiologiques et pathologiques. L'affinite pour 
l'insuline est telle qu'elle ne necessite pas la saturation de l'ensemble des recep¬ 
teurs pour une activite maximale. 

L’insuline se fixe a la sous-unite a, la sous-unite (3 change alors de conforma- 
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tion, ce qui active une tyrosine kinase qui phosphoryle l'unite (3 et d'autres tyro¬ 
sines intracellulaires. 

L'activation persiste meme si l'insuline se detache du recepteur. 

L’insuline agit par l'intermediaire de l'AMPc, du GMPc, du £a ionise, des 
reactions de phosphorylation et de dephosphorylation des proteines, des pep¬ 
tides messagers. II est d'un interet majeur de savoir s'il existe un messager 
cellulaire commun, capable d’expliquer les actions post-recepteurs de l'insu- 
line. 

Les actions cellulaires de l'insuline dependent des cellules sur lesquelles elle 
agit. 

La regulation du nombre de recepteurs est sous la dependance de l'insuline- 
mie. 

On peut concevoir deux types de pathologie des recepteurs de l'insuline : 

- une diminution du nombre absolu des recepteurs ; 

- une anomalie de leur fonctionnement expliquant, par exemple, une diminu¬ 
tion de l'activite biologique malgre une hyperinsulinemie. 

1.2.2.2. Role de l'insuline 
» Sur le metabolisme glucidique 

- Au niveau dufoie 

La phosphorylation du glucose en glucose-6-phosphate, sous Faction de la 
glucokinase et/ou de l'hexokinase est controlee par l'insuline qui active aussi 
l'enzyme clef de la glycolyse, la phosphofructokinase responsable de la phos¬ 
phorylation du fructose-6-phosphate en fructose 1-6 diphosphate. 

R ile favorise la glycogenese en activant la glycogene synthetase et en inhibant 
en retour la glycogene phosphorylase. 

Elle inhibe fortement la neoglycogenese (effet anti-cortisol). 

Au total l'insuline favorise l'utilisation du glucose par le foie et son stoc- 
kage sous forme de glycogene. 

- Au niveau du tissu adipeux : 

Elle augmente la captation et le metabolisme du glucose par l'adipocyte. Elle 
a un effet antilipolytique. 

- Ah niveau du muscle : 

E lle active le captage du glucose par la cellule et le metabolisme du glyco¬ 
gene. 

• Sur le metabolisme lipidique 

- Au niveau des lipides plasmatiques 

Ils sont epures grace a Faction de la lipoproteine Upase dont la synthese tissu- 
laire necessite la presence d'insuline. 

- Au niveau du tissu adipeux 

L'insuline stimule la lipogenese et inhibe la lipolyse. 
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- Au niveau du foie, Faction est grossierement comparable a celle du tissu 
adipeux. 

• Sur le metabolisme protidique 

Elle diminue le taux des acides amines circulants en augmentant la captation 
cellulaire des acides amines, en augmentant la synthese proteique (par stimula¬ 
tion de l'activation des aminoacides et de la lecture ribosomiale des ARN mes¬ 
sages), en diminuant la proteolyse. 


2. Exploration de la glycoregulation 

Du plus simple au plus complexe, trois moyens principaux sont a decrire : 

- depister la glycosurie ; 

- doser la glycemie ; 

- pratiquer des epreuves complementaires. 

Ces examens sont completes par d'autres tests utilises dans le cadre du typage 
du diabete, de sa surveillance et de ses complications. 


2.1. Glycosurie 

2.7.7. Depistage 

Elle est recherchee en mettant en evidence le pouvoir reducteur de l'urine 
sur la liqueur de Fehiing ou de Benedict, ou sur des comprimes reactifs renfer- 
mant les memes constituants que cette derniere (Clinitest®). 

Ces reactions mettent en evidence la presence de corps reducteurs et ne sont 
pas specifiques du glucose. C'est dire l'interet de la reaction enzymatique. 

Sous l'influence de la glucose oxydase, le glucose est oxyde en acide gluco- 
nique avec formation d'eau oxygenee. En presence de peroxydase, l'eau oxyge¬ 
nee produite transforme un chromogene en un compose colore. 

Ces reactifs impregnent une bandelette de papierfiltre qu'il suffit de tremper 
dans l'urine en surveillant au bout de quelques secondes l'apparition de la colo¬ 
ration de l'extremite de la bande. 

La comparaison avec une echelle colorimetrique permet un depistage semi- 
quantitatif 

Cette methode tres sensible est parfois faussee positivement par des oxydants 
comme les hypochlorites, eau de javel, solute de Dakin, negativement par des 
reducteurs : acide ascorbique. 

Les contaminants bacteriens peuvent consommer le glucose eventuellement 
present dans l'urine, entrainant par la des resultats sous-evalues ou meme faus- 
sement negatifs. 
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Le dosage de la glycosurie met en jeu les memes techniques et necessite les 
memes precautions que le dosage de la glycemie. 

2.1.2. Mecanisme 

11 est exclusivement renal. Normalement pour des taux glycemiques allant 
jusqu'a 9.44 et 10,00 mmol/1, la reabsorption tubulaire proximate est 
complete. En cas de seuil bas, la glycosurie peut apparaitre pour des valeurs 
beaucoup plus basses de glycemie (grossesse, diabete renal). En cas de seuil 
renal eleve, la glycemie peut depasser 11 mmol/1, sans qu'il n'existe de glycosu¬ 
rie (sujet age, insuffisance renale). 

Au-dela du seuil, la cellule tubulaire accroit sa capacite de reabsorption mais 
celle-ci n'est plus complete et la glycosurie apparait. 

Pour des glycemies tres elevees de l'ordre de 22 mmol/1, la cellule tubu¬ 
laire est completement saturee et la glycosurie est alors proportionnelle a la 
glycemie. 

Ceci permet de mesurer le pouvoir de saturation de la reabsorption tubulaire 
ou tolerance maximum du glucose ou taux maximum de reabsorption du glu¬ 
cose (TMG) qui est d'environ 1,94 mmol/minute. 

Le taux de la glycosurie, chez un sujet diabetique, sera done eminemment 
variable suivant les taux de la glycemie dans lajournee. 

La surveillance de la glycosurie est encore l'unique auto-controle exerce par 
de nombreux diabetiques. La surveillance de la glycosurie ne comporte qu'un 
seul avantage : elle est effectivement plus facile que l'auto-controle glycemique. 

Cependant ses inconvenients sont tres importants : elle ne reflete qu'imparfai- 
tement les glycemies, elle est constamment « en retard » sur le chiffre actuel de 
la glycemie puisque l'urine a stagne dans la vessie d'ou la necessite de faire 
l'examen sur des urines fraiches, de 2 e jet. 

Cependant, l'appreciation de la glycosurie reste tres utile, lorsque le diabe¬ 
tique a des glycemies stables, pour controler l'absence de glycosurie nocturne 
et... pour reposer son doigt des piqures multiples. 


12 . Glycemie 

f 

: Glycemie et glycosurie sont des urgences techniques : tout milieu biologique 
contient toujours assez d'enzymes glycolytiques pour degrader le glucose pre¬ 
sent et engendrer rapidement une erreur par defaut : la conservation de 
l'echantillon preleve en l'absence d'agent inhibiteur de la glycolyse ne doit 
pas depasser une heure. 

La glycemie peut etre dosee aussi bien sur sang total heparine que sur 
serum. La glycemie est identique de part et d'autre de la membrane erythrocy- 
taire : un certain degre d'hemolyse ne gene pas. Le contenu d'un tube capillaire 
heparine suffit largement, recolte a la pulpe du doigt apres coupure par vaccino- 
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style (ideal pour les glycemies iteratives des hyper et hypoglycemies provo- 
quees) ou au talon pour le nourrisson. 

Lorsque l'echantillon doit attendre plus d'une heure, entre le prelevement et 
l'analyse, le sang doit etre recueilli sur un inhibiteur de la glycolyse (fluorure 
de sodium qui est un antiglycolytique par formation d'un complexe fluorophos- 
phomagnesien eliminant du milieu le magnesium indispensable a Faction de 
l'enolase). Ce prelevement conserve son glucose intact pendant six heures. 
Cependant l'echantillon est hemolyse et la presence du fluorure de sodium 
empeche tout autre type de dosage sur ce prelevement. 

Le prelevement doit etre effectue chez un sujet strictement a jeun depuis 
10 heures. La principale cause d'erreur par exces a cote de l'absence de cette 
precaution est la classique perfusion intra-veineuse de serum glucose, erreur tres 
frequente en milieu hospitalier. 

2 . 2 . 1 . Methodes de dosage 

Les methodes enzymatiques represented 99 % des techniques utilisees. 80 % 
utilised la glucose oxydase, 7 % l'hexokinase. 

Parmi les principes methodologiques les plus utilises, nous citerons celui uti- 
lisant le reactif de Trinder et une technique mettant en jeu une electrode. 


GLUCOSE OXYDASE PEROXYDASE 

1) Glucose + 0 2 + H 2 0-► H 2 0 2 |--—--H,0 

T 


Glucono-lactone 



Phenol 4 amino 

phenazone 


REACTIF REDUIT INCOLORE COMPLEXE ROUGE 

absorbe a 525 nm 


Figure 6.3 • Schema reactionnel par la methode de Trinder. 


A l'aide d'un spectrophotometre, l'intensite de la reaction coloree (absor¬ 
bance) est mesuree a 525 nm. 

Cette methode peut aussi etre realisee a l'aide de bandelettes reactives (res- 
semblant a celles utilisees pour les urines) dont l'extremite, impregnee de reac- 
tifs, reqoit une goutte de sang. La variation de coloration est appreciee soit visi- 
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blement a l'aide d'une echelle coloree soit par un lecteur portable independant 

et elle permet d'estimer la valeur de la glycemie. 

Le prelevement au bout du doigt permet done de realiser facilement cet 
« autocontrole glycemique » si important maintenant pour l'equilibrage de la 
glycemie des diabetiques, en particulier ceux porteurs d'une pompe a insuline, 
implantee ou non. 


GLUC OSE OXYDASE 
2) Glucose + 0-, + H 2 0 y 

Glucono- lactone 


HA, 


CATALASE 


1/2 0 , 


Figure 6.4 • Schema reactionnel avec mesure de la production d'oxygene. 


La vitesse d'apparition de l'oxygene est mesuree par polarographie a l'aide 
d'une electrode selective. 

D'autres methodes mettent en jeu des reactifs a base de cqenzymes nicoti- 
niques comme indicateurs. 


6 phospho 

HEXOKINASE Glucose 6 GLUCOSE 6 PHOSPHATE 


1) Glucose + ATP 


phosphate ^DESHYDROGENASE, 


NADP 


NADPH 


glucono 

lactone 


2) Glucose 


GLUCOSE DESHYDROGENASE 


NAD 


NADH 


Gluconolactone 


Figure 6.5 • Schema reactionnel avec lecture a 340 nm. 


On suit dans les deux cas a 340 nm, la cinetique d'apparition du coenzyme 
nicotiniquereduit. 

2.2.2. Valeurs usuelles 

La zone de normalite est comprise entre : 

- 3,9 et 5,8 mmol/l (soit 0,7 a 1,05 g/1) de 10 a 60 ans 

- -20% de 1 mois a 4 ans 
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--5a-10% de 4 a 10 ans 

- + 10 % apres 60 ans. 

Le glucose veineux, du fait de l'utilisation peripherique, est legerement infe- 
rieur a celui du sang arteriel. Chez le nourrisson, le prelevement doit etre fait au 
maximum 2 heures apres le biberon. 

Les emotions, le froid provoquent une legere hyperglycemie d'origine adre- 
nalinique. 

La prise d'alcool avant le prelevement peut entrainer une augmentation de la 
glycemie de 20 a 50 %, la prise de cigarette de 10 %. 

23 . Epreuves dynamiques et dosages complementaires 

Ces epreuves dynamiques d'exploration et certains dosages (insuline, acides 
gras non esterifies) sont destines a mettre en evidence des troubles du metabolisme 
glucidique non ou mal deceles par les methodes precedentes d'exploration statique. 

2.3.1. Epreuves d'hyperglycemie provoquee 

Le principe de cette epreuve a ete deduit de la constatation de l'hyperglycemie 
alimentaire. En effet, apres chaque repas, de petites fleches hyperglycemiques sur- 
viennent, qui, a l'etat normal, ne depassent jamais 8,30 mmol/1 (1,50 g/1). 

2.3.1.1. Hyperglycemie provoquee par vole orale {HGPO) 

Cette epreuve, qui est la plus classique, permet d'apprecier la tolerance gluci¬ 
dique en suivant les variations de la glycemie apres une charge en glucose admi- 
nistree per os. 

- Protocole : on administre une quantite de glucose standard de 75 g dans 
un minimum d'eau (au plus 250 ml), le sujet etant ajeun depuis 12 heures avec 
une alimentation equilibree (200 a 300 g de glucides) dans les trois jours qui 
precedent l'epreuve. Proscrire (si possible) les corticoldes, les diuretiques thia- 
zidiques, les catecholamines, les cestroprogestatifs qui diminuent la tolerance au 
glucose. 

Les glycemies sont dosees avant l'absorption, puis de demi-heure en 
demi-heure pendant 3 ou 4 heures. 

La glycosurie est recherchee et dosee s'il y a lieu apres 1 heure et 2 heures. 

- Normalement la glycemie augmente et atteint son maximum entre 30 et 
60 minutes (il est done quasi impossible de la materialiser par les prelevements). 
Cette variation doit etre inferieure a 2,8 mmol/1 (0,5 g/1) puis elle redescend a 
son niveau initial en un temps inferieur a 2 heures. Apres le retour a la 
normale survient une onde d'hypoglycemie, bee a l'insulinosecretion (baisse de 
0,8 mmol environ pendant 20 a 40 minutes). 

La glycosurie doit etre nulle. 
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Depuis 1980, Ton a propose des criteres tres larges, mais unanimement 
admis, afin de permettre, dans la quasi totalite des cas, d'interpreter les glyce- 
mies des differentes situations (tableau 6.1). 

Remarque : pour un enfant, la dose prescrite sera fonction du poids, (1,75 g 
par kg) sans depasser 75 g. 

- L'interpretation est souvent difficile : courbe anormalement e levee dans 
l'obesite, les hepatites, les pancreatites sans qu'il s'agisse veritablement de dia¬ 
bete ; courbe plate dans les troubles de l'absorption intestinale. 

De plus, la notion d'dge intervient puisque la tolerance au glucose diminue pro- 
gressivement avec Page, en dehors de toute affection chronique (pour interpreter 
au dessus de 50 ans, il faut classiquement ajouter 0,5 mniol/1 par glycemie). 

Cette epreuve quoique parfois insuffisante, n'en represente pas moms 
l'epreuve de base de l'exploration fonctionnelle de la glycoregulation. Toute 
anomalie meme minime suffit pour justifier d'autres investigations. 


Tableau 6.1 • Nouveaux criteres de diagnostic du diabete sucre. 
D'apres, Diabetes Care 1997,20, 1183-97 ; Ann. Biol. Clin., 1999,57,427-435. 


• Symptomes cliniques de diabete (polyurie, polydipsie...) associes a une glycemie 
> 2 g/1 a tout moment de lajournee. 

ou 

• Glycemie a jeun > 1,26 g/1 (jeune : absence de prise alimentaire calorique depuis au 
moins 8 h) 

ou 

• Glycemie ajeun > 2 g/1 a la deuxieme heure d'une HGPO (dans les conditions definies 
parl'OMS : 75 g de glucose dissous dans de l'eau). 

En l'absence d'une hyperglycemie franche avec troubles metaboliques aigus, ces criteres 
doivent etre confirmes par une deuxieme analyse un jour ulterieur. L'HGPO n'est pas 
recommandee en routine. 


Au cours d'une HGPO* 



Valeurs 

normales 

«Impaired 
fasting glucose » 

Intolerance 
au glucose 

Diabete 

sucre 

T 0 mmol/1 

<6,1 

6,1-7,0 


>7,0 

g/1 

<1,10 

1,10-1,26 


>1,26 

T 120 mmol/1 

<7,8 


7,8-<l 1,1 

>11,1 

g/1 

<1,40 


l,4-<2,0 

>2,0 


* pour le diagnostic du diabete gestationnel, une epreuve de depistage est pratiquee avec 
50 g de glucose ; si la glycemie est > 1,40 g/1 a T 60, un test de diagnostic avec 100 g de 
glucose est alors pratique (diabete si deux glycemies retrouvees >. 1,05 g/1 pour TO, 
> 1,90 g/1 a T 60, > 1,65 g/1 a T 120, S 1,45 g/1 a T 180). 


2. 3.1.2. Hyperglycemie provoquee par voie veineuse 

R ile est destinee a supprimer la traversee digestive du glucose et la secretion 
insuline-stimulante des hormones parietales. 
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Fil e explore le coefficient d'assimilation du glucose K. Les memes precautions 
de base doivent etre prises que pour l'hyperglycemie provoquee par voie orale. 

Une glycemie a jeun a temps zero est prelevee, puis une injection intra- 
veineuse de 25 g de glucose, sous forme de solute hypertonique, est effectuee 
en 4 a 6 minutes. Les echantillons sont preleves toutes les 10 minutes pendant 
90 minutes pour dosage de la glycemie. Celle-ci s'eleve en moins de 5 minutes 
et rejoint sa base en 60 minutes environ en decroissance exponentielle, qui per- 
met de calculer K, normalement autour de 1,74 10~ 2 . 

2.3.2. Hyperglycemies provoquees sensibilisees 

- Test a la cortisone glucose : 50 mg d'acetate de cortisone sont donnes per 
os, 8 heures puis 2 heures avant une hyperglycemie provoquee. Toute glycemie 
depassant 7,75 mmol/1 a la deuxieme heure temoigne d'un diabete latent. 

- Test a Tinsuline glucose : 30 g de glucose per os + 5 U d'insuline doivent 
se compenser et la glycemie ne bouge pas chez le sujet normal. 

2.3.3. Epreuves d'hypoglycemie 

Les epreuves d'hypoglycemies provoquees sont dangereuses et doivent se 
derouler en milieu hospitalier et sous surveillance stricte : on doit pouvoir prati- 
quer dans la minute, une injection de glucagon ou une intraveineuse de serum 
glucose hypertonique des l'apparition (souvent tres rapide) des signes cliniques 
d’hypoglycemie. 

2.3.4. Dosages et epreuves complementaires 

2.3.4.1. Insulinemie 

Jusqu'en 1960, seules les methodes biologiques etaient utilisees. Elies consis- 
taient a mesurer la consommation de glucose par le tissu adipeux epididymaire 
du rat ou l'abaissement provoque de la glycemie chez le lapin. 

Ainsi a ete definie I'unite d'insuline d'usage courant en diabetologie : 

1 unite U = 0,04 mg = 40 fig. 

Chez l'homme, une unite d'insuline « metabolise » 3 a 4 g de sucre, un adulte 
sain secrete environ 50 a 70 U d'insuline par jour, ce qu’il faut pour metaboliser 
la consommation quotidienne courante de l'ordre de 200 a 300 g de glucides. La 
secretion de base serait d'environ 1 U/heure soit 40 p,g. 

Actuellement les methodes de dosage reposent : 

- soit sur des techniques radio-immunologiques. 

C'est en 1960 que S. Berson et R. Yallow ont propose cette methode. Elle 
devait rapporter a Rosalyn Yallow le prix Nobel de medecine en 1977. 

Cette methode met en competition une insuline marquee a 125 1 et l'insuline 
froide presente dans l'echantillon a doser, au niveau d'un anticorps specifique 
des sites immunologiques de l'insuline. L'insuline marquee residuelle restant 
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libre sera separee, sa quantite sera inversement proportionnelle a la quantite 
presente dans l'echantillon ; la courbe d'etalonnage sera hyperbolique et lineari- 
see par transformation mathematique ; 

- soit sur des techniques immunoemymatiques (cf. chapitre 9). 

L'insuline a doser est prise en sandwich entre un anticorps fixe sur un support 
solide et un anticorps marque par une enzyme dont l'activite facilement mesu- 
rable, est proportionnelle a la quantite d'insuline presente dans l'echantillon. 

L'insulinemie de base matinale apres plus de 10 heures de jeune se situe 
entre 10 et 20 mU/1 (0.4 a 0,8 jxg/1). Apres un repas mixte habituel elle s'eleve 
entre 100 et 160 mU/1. 

Les resultats n'ont de sens que dans la mesure ou ils sont compares a ceux de 
la glycemie en particulier sous stimulation. Au cours d'une hyperglycemie pro- 
voquee, les valeurs moyennes sont donnees dans le tableau 6.2 : 


Tableau 6.2 • Valeurs moyennes de la glycemie et de l'insulinemie au cours d'une 
hyperglycemie provoquee. 


Temps 

Glycemie 

Insulinemie 

0 

5 mmol/1 

10 a 20 mU/1 

30' 

8 mmol/1 

30 a 50 mU/1 

60’ 

7 mmol/1 

60 a 70 mU/1 

90' 

6 mmol/1 

30 a 50 mU/1 

120' 

5 mmol/1 

20 a 30 mU/1 


Remarque : l'insulinemie est totalement depourvue de valeur chez le diabe- 
tique insulinodependant. 

23.4.2. Peptide C. Test au glucagon 

Les dosages du peptide C permettent de remplacer les dosages d'insuline 
lorsque ceux-ci ne peuvent etre faits (par exemple sujet insuline). En effet, le 
peptide C est secrete par la cellule (3 en meme temps et en quantite equimolaire 
de celle de l'insuline. Sa duree de vie est plus longue et facilite les dosages. 

On etudie souvent le peptide C sous stimulation du pancreas endocrine par le 
test au glucagon (1 mg par voie intraveineuse ou intramusculaire). Les dosages 
sont faits au bout de 4, 6, 10, 20 minutes. 

Les taux sont de 1 a 2 ng/ml a jeun et s'elevent rapidement vers la 4 e a la 
6 L minute ou ils atteignent le double du taux de base. 
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2.3.5. Autres examens 

Ces examens seront utilises dans le cadre de la surveillance du diabete, de ses 
complications, de son typage. 

2.3.5.1. Proteines « glyquees » 

On sait que toutes les proteines sanguines ou tissulaires sont susceptibles de 
se lier spontanement au glucose sanguin et que cette liaison est d'autant plus 
facile que la concentration en glucose est importante. 

Biochimiquement, il s'agit d'une reaction spontanee en deux temps : 

- Liaison du glucose avec un acide amine N-terminal et formation d'une 
aldimine instable (ou base de Schiff), reaction qui est reversible. 

- Formation d’une cetoamine (ou cetamine), par rearrangement d'Amadori, 
reaction qui est pratiquement irreversible. 

L’exemple le plus representatif (figure 6.5) est celui de la globine, partie pro- 
teique de l'hemoglobine, qui en se liant au glucose forme l'hemoglobine « gly- 
cosylee ». Ce terme est mauvais car il suppose une glycosylation enzymatique, 
ce qui n'est pas le cas. C'est la raison pour laquelle la traduction de l'anglais 
« glycated » est utilisee donnant le terme d'hemoglobine « glyquee ». 



HC = O + H 2 N 

HCOH 

HOCH 

I 

HCOH 

I 

HCOH 


HC = N 
HCOH 

I 

HOCH 

I 

HCOH 

I 

HCOH 


CHjOH 

GLUCOSE + PROTBNE 


CHjOH 

ALDIMtNE 


H 2 C - NH 

I 

c = o 

HOCH 

I 

HCOH 

HCOH 

CHjOH 

CETAMtNE 


Figure 6.6 • « Glycation » de la chaine B de l'hemoglobine A. 

Compte tenu de la duree de vie des hematies qui est de 120 jours, nous 
avons l'integration des variations glycemiques de 6 a 8 semaines precedcntcs. 







Metabolisme des glucides 


151 


Ainsi, la multiplication des poussees hyperglycemiques entrainera l'augmen- 
tation du taux de ce marqueur dont le resultat represente l'ambiance glycemique 
moyenne dans la periode glycemique consideree. 

Le globule rouge contient normalement de l'hemoglobine adulte A. Cette 
hemoglobine est faite de plusieurs fractions differentes Ala, Alb, Aie. Norma¬ 
lement les hemoglobines glyquees A1 represented 4 a 6 %. Cependant l'hemo- 
globine « glyquee » Aie est plus stable et pratiquement specifique. 

t Son taux normal habituel est d'environ 5 % (tableau 6.3). 

F A la fin des annees 1970, plusieurs methodes chromatographiques, sur mini 
colonnes avec resine echangeuse de cations faiblement acide, se sont develop- 
pees pour separer « les hemoglobines rapides » (HbAl a+b+c ). 

Malgre quelques problemes de reproductibilite dus a l'influence de la tempera¬ 
ture, l'interference des lipides et la non elimination de l'aldimine (pre HbAl c ), ces 
methodes ont ete largement utilisees en routine par les laboratoires d'analyses. 

Au debut de l'annee 1983, un systeme utilisant une double elution sur micro- 
colonne a ete developpe. II permet la mesure de la fraction HbAlc specifique et 
n'est pas affecte par l'interference des hyperlipemies ou de l'aldimine. Les pro¬ 
blemes de reproductibilite dus a la temperature ont ete elimines par l'utilisation 
d'etalons secondaires inclus dans chaque serie d'analyse et utilises pour calculer 
le pourcentage de 1'HbAlc. 

Ces dernieres annees, la necessite d'ameliorer l'exactitude et la precision des 
dosages de l'hemoglobine Aie a fait developper des methodes de chromatogra- 
phie liquide haute performance (HPLC) par echange d'ions qui permettent 
une mesure specifique avec automatisation de la technique sans interference de 
l'hyperlipemie, de la base de Schiffni des variations de temperature (Annexe 3). 


Tableau 6.3 • Composition des hemoglobines de l'adulte normal. 

(Source BIO-RAD. Document Diamat.) 


Sous-unite 

Hemoglobine 

Structure 

Hydrate de 
carbone 

Concentration 

Hemoglobine A 0 


- 

>90% 

Hemoglobine HbA 2 

(*2 §2 

- 

< 15% 

Hemoglobine HbF 

ct 2 y 2 

- 

<0,8,% 

A i a i 

a 2 0-F-D-P) 2 

Fructose 1 

6 diphosphate 


Ai^ 

a 2 (P-G-6-P) 2 

Glucose-6- 

phosphate 

<1% 

HbAj Ajb 

7 

7 


AjC 

a 2 0-G) 2 

Glucose 

4-6% 

A,d 

A t e 

7 

? 

Trace 

? 


7 
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De la meme faqon, Fensemble des proteines plasmatiques glyquees, sous 
forme de ceto-amine, represente ce que Ton appelle les fructosamines. 

Le dosage des fructosamines repose sur la reduction en milieu alcalin d'un sel 
de tetrazolium par les fonctions ceto-amines des proteines glyquees pour pro- 
duire un formazan dont la coloration est evaluee par spectrophotometrie. 

Ce dosage permet une etude retrospective de l'ambiance glycemique sur une 
periode plus courte del d 3 semaines. 

Normalement le taux est de 165 a 285 pmol/l. 

Ce taux depend de la concentration en proteines. Pour eviter les erreurs d'in- 
terpretation dues a de trop grandes variations de ce taux, la concentration des 
fructosamines peut etre rapportee d la concentration en proteines. 

La zone de reference est alors de 230 a 390 pmol/100 g de proteines. 

Le phenomene de glycation des proteines a un role tres important dans la 
pathogenie des complications a long terme du diabete, diminution de la defor- 
mabilite des globules rouges (troubles hemorrheologiques), atteinte du colla- 
gene sous-endothelial des vaisseaux (angiopathies) et de la basale glomerulaire 
(nephropathies), alteration moleculaire des proteines soufrees du cristallin (cata- 
racte). 

2.3.5.2. Corps cetoniques urinaires et sanguins 

La presence de corps cetoniques provient du catabolisme lipidique lorsque les 
cellules manquent de glucose. On peut les observer dans les urines dans deux 
circonstances : 

- le diabete sucre decompense ; ils accompagnent alors une glycosurie 
importante et une hyperglycemie ; 

- une cetose dejeune et dans ce cas la glycosurie est absente. 

Au niveau du sang, normalement I'aceto-acetate est situe entre 20 et 
80 pmol/l et le /3 hydroxy-butyrate entre 60 et 170 pmol/l. 

Cependant ces demiers dosages n'ont que peu d'utilisation clinique. 

2.3.5.3. Lactate et pyruvate 

Ces anions se dosent en cas de coma par acidose lactique. 

Normalement le lactate represente 0,3 a 1,3 mmol/l. 

Son augmentation est parfois a l'origine du trou anionique que l'on peut 
mettre en evidence en effectuant un BES. 

Le prelevement doit etre fait sans garrot, en presence d'un inhibiteur de la 
glycolyse et centrifuge dans les deux heures qui suivent. 

Le pyruvate doit etre preleve dans les memes conditions, dans un tube conte- 
nant de l'acide perchlorique (qui precipite toutes les proteines et en particulier 
les enzymes). Dans les deux cas, il est preferable d'amener le prelevement au 
laboratoire dans de la glace fondante et dans les delais les plus brefs. 

Normalement le pyruvate est a un taux de 30 a 70 pmol/l. 
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Pour l'interpretation il faut tenir compte du rapport lactate/pyruvate qui est 
voisin de 10/1. Lejeune fait chuter la lactatemie, l'exercice l'augmente. 


p. Variations pathologiques 

3.1. Hypoglycemies 

(Glycemies < 2,8 mmol/1 (0,50 g/1)) 

Qu'elles soient fonctionnelles (souvent induites par l'absorption digestive de 
glucose ou hypoglycemie post stimulative de CONN) ou organiques (adenome 
langerhansien, tumeur extrapancreatique, hypopituitarisme, atteintes hepatiques 
virales, toxiques, cancereuses et glycogenoses), les hypoglycemies ont generale - 
ment un aspect clinique bien precis : sueurs, obnubilation, vertiges, sensation 
de faim, convulsions et coma. 

Leur exploration biologique s'appuie sur les epreuves suivantes : 

- etude de la glycemie dans la journee, 
p.; - hyperglycemie provoquee par voie orale prolongee sur 5 heures, 
r - hypoglycemie provoquee au tolbutamide, 
t - dosage de l'insulinemie. 

182. Hyperglycemies 

II n’existe pas de classification entierement satisfaisante du diabete sucre. 
Cependant une classification de l'OMS a le merite d'exister, d'etre comprise par 
tous et elle est la plus utilisee en attendant le moment oil une meilleure classifi¬ 
cation interviendra. 

I 

3.2.1. Definition 

Les travaux des differentes commissions internationales recommandent de 
definir le diabete sucre comme une augmentation chronique anormale du 
taux de glucose sanguin (hyperglycemie). 

Cette hyperglycemie peut s'accompagner de symptomes tels que soif, poly- 
urie, amaigrissement, troubles de la conscience et evoluer en l'absence de traite- 
ment vers le coma et la moil. 

Dans d'autres cas, les symptomes sont beaucoup moins marques, voire 
absents. 

Les risques a long terme resident dans la survenue de complications reti- 
niennes, renales, des nerfs peripheriques et Vaugmentation du risque d'athe- 
rosclerose au niveau des arteres cerebrates , coronaires et des membres infe- 
rieurs. 
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3.2.2. Physiopathologie 

Elle est resumee dans la figure 6.7, d’apres Reach et Assan (5). 


INFLAMMATION 

OU 

LYSECELLULAIRE 

Insulite virale 
Toxiques 
Cancer 
Pancreatite 


ANTICORPS ANTI-RECEPTEURS 
DEFICIT EN RECEPTEURS 
ANOMALIES DE STRUCTURE 
DES RECEPTEURS 


ANTICORPS 

ANTI-INSULINE 



Recepteurs SYSTEME TYROS1NE- 

(Chaines alpha) KINASE (signal) 


Deficit insulinique Resistance a I'insuline 

Diabete insulinodependant Diabete non insulinodependant 

4 -► 4 -► 

Figure 6.7 • Physiopathologie du diabete sucre. 

(D'apres Reach et Assan (5).) 


3.2.3. Classification internationale du diabete sucre selon I'OMS 

> CLASSIFICATION CLINIQUE 

• Diabete sucre : 

Diabete insulinodependant (DID) 

Diabete non insulinodependant (DNID) 

- sujet obese 

- sujet non obese 
Diabete de malnutrition 
Diabete secondaire ou associe a : 

- maladies pancreatiques 

- maladies endocriniennes 

- traitements ou chimiotherapies 

- anomalies de I'insuline ou de ses recepteurs 
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- syndromes genetiques 

- divers 

Anomalie de la tolerance au glucose : 

Sujet obese 

Sujet non obese 

Associee a certaines situations ou syndromes 
• Diabete gestationnel 

~> CLASSIFICATION STATISTIQUE (sujet ayant une tolerance au glucose normale 

mais avec des risques inrportants de developper un diabete) : 

- Anomalie anterieure de la tolerance au glucose 

- Anomalie potentielle de la tolerance au glucose 

En pratique sont a retenir DID, DNID, intolerances au glucose et facteurs de 
nsque. 

- Le diabete insulinodependant (DID) est caracterise par son debut en gene¬ 
ral rapide ou brutal survenant surtout chez le sujet jeune. 

II est en general definitif, du fait de la destruction complete du pancreas endo¬ 
crine. Les complications retiniennes, renales et nerveuses surviennent au bout 
de plusieurs annees. Les methodes de traitement et d'autosurveillance permet- 
tent d'augmenter la longevite et de diminuer la frequence et la gravite des com¬ 
plications (figure 6.8) 

- Le diabete non insulinodependant (DNID) represente 80 a 85 % des cas 
de diabete. II conrporte un element genetique non encore completement elucide. 
II est le plus souvent associe a une obesite. Son debut est progressif et il est sou- 
vent decouvert lors d'un examen systematique. L'hyperglycemie est longtemps 
moderee. L'evolution se fait souvent vers le diabete insulinodependant, par 
epuisement du pancreas endocrine restant. 

En cas d'obesite la reduction ponderale permet souvent d'obtenir une remis¬ 
sion. 

Les complications micro-angiopathiques peuvent survenir comme en cas de 
DID mais sont en general nroins severes. En revanche les complications cardio- 
vasculaires sont plus frequentes. 

- La diminution de la tolerance au glucose est devolution difficile a pre- 
voir car 1/3 des sujets peuvent revenir a la normale. 

- Les facteurs de risque de diabete doivent etre pris en compte lorsqu'on 
surveille un sujet pour toute raison medicale. 
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CARENCE EN INSULINE 

— 

Absence de penetration cellulaire 
du glucose 


Hyperglycemie d'adaptation 

X X 

Diurese osmotique Glycosurie 

Cetonurie 

Polvurle 

Soif 


Carence cellulaire 

Proteolyse — 
Lipolyse - 


Corps cetoniques 


Cetonemie+- 


Hyperlipemie 

y 

Amaigrissement 


Deshydratation Acidose metabolique 

Figure 6.8 • Consequences de la carence en insuline. 


Cachexie 


Ces facteurs sont : 

- existence de diabetiques dans lafamille (surtout s'il en existe a la fois du 
cote du pere et de la mere) ; 

- obesite importante (> 25 % du poids ideal) ; 

- antecedents obstetricaux chez une femme, d'enfants pesantplus de 4 kg a 
la naissance; 

- augmentation franche de la glycemie lors de la prise de certains medica¬ 
ments : pilule contraceptive, corticoides, diuretiques ; 

- certains groupes tissulaires HLA (DR3, DR4). 

Au total les deux grands types de diabetes sont resumes dans le tableau 6.4. 
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Tableau 6.4 • Comparaison entre DID et DNID (4). 



DID 

DNID 

Clinique 

Age 

< 30 ans 

< 40 ans 

Debut 

Rapide 

Progressif 

Poids 

N 

++ 

Cetose 

+++ 

0 

Complications 

+++ 

++ 

Epidemiologie 

Prevalence 

0,5% 

2% 

Genetique 

Jumeaux 

50% 

>80% 

HLA 

DR3, DR4 

? 

Anatomie Pathologique 
Lesions d'insulite 

+ 

0 


4. Annexes 


Annexe 1 : 


COMPOSITION EN GLUCIDES DES PRINCIPAUX ALIMENTS 


Aliments avant cuisson 

Glucides en pourcentage 

- Fromage 

0% 

- Graisses 

0% 

- CEuf 

0% 

- Poissons 

0% 

- Viandes 

0% 

- Lait 

5% 

- Laitage 

5% 

- Legume vert 

5% 

- Artichaut 

10% 

- Bette rave 

10% 

- Carotte 

10% 

- Celeri 

10% 

- Navet 

10% 

- Petit pois 

10% 

- Fruit frais 

15% 

- Raisins 

15% 

- Banane 

20% 

- Pates 

20% 

- Pomme de terre cuite 

20% 

- Riz 

20% 

- Pain 

55% 

- Biscotte 

75% 
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CONVERSION ENZYMATIQUE 
DE LA PREPROINSULINE EN 
PROINSULINE PUIS EN 
INSULINE 



Preproinsuline 




Proinsuline 


Annexe 3 : 

EXEMPLE DE TRACE D'HPLC 

HEMOGLOBIN REPORT 

TIME 91-09-25 11:32 
SAMPLE NO. 006 


NAME 

% 

TIME 

AREA 

A1A 

0.6 

1,6 

25.34 

AIB 

0.8 

2.3 

29.84 

F 

0.3 

3.0 

13.49 

A1C 

6.1 

4.2 

221.12 

AO 

92.1 

5.8 

3590.72 


TOTAL 


3898.19 

HBA1C 6,1 % 


HBA1 7,5% 


10 % 



■ s-s| 

s-s 


Insuline + Peptide C 
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Metabolisme des lipides 
et des lipoproteines 

Marie-Laure Solera 


L'importance du metabolisme lipoproteique est liee a la frequence des hyper- 
lipoproteinemies et a leur retentissement sur la paroi arterielle. En effet, diffe- 
rents facteurs de risque cardiovasculaire ont pu etre identifies : 

- des facteurs cliniques : obesite, sedentarite, hypertension arterielle, taba- 
gisme, stress repete, 

r - des facteurs biologiques : hyperlipoproteinemie, hyperglycemie, hyperuri- 
cemie, une augmentation de l'hematocrite et du fibrinogene. 

Parmi tous ces facteurs, trois sont particulierement importants : l'hyperten- 
sion, le tabagisme et rhypercholesterolemie. 

D a ete etabli une relation certaine entre le niveau de la cholesterolemie et la 
frequence des atteintes cardio-vasculaires. Ainsi l'atherome peut provoquer des 
coronaropathies, des accidents vasculaires cerebraux et une arteriopathie des 
membresinferieurs. 


U. Structure des lipoproteines 

Les lipides plasmatiques insolubles en milieux aqueux circulent dans le 
plasma lies a des proteines specifiques les apolipoproteines et ferment des com¬ 
plexes macromoleculaires : les lipoproteines. 

Les lipides polaires constituent la zone peripherique : cholesterol libre (CL), 
phospholipides (PL) et apoliproteines ; le noyau est forme de lipides hydro¬ 
phobes : triglycerides (TG) et esters de cholesterol (CE). 
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Apoproteines 

Phospholipides 

Cholesterol libre 


CE = Cholesterol esterifie 
TG = Triglycerides 


Figure 7.1 • Structure des lipoproteines. 


1.1. Classification des lipoproteines 

Les quatre classes de lipoproteines : chylomicrons, « very low density lipo¬ 
proteins » (VLDL), « low density lipoproteins » (LDL), « high density lipopro¬ 
teins » (HDL), peuvent etre separees selon leur densite de flottation. 

Leurs differentes proprietes physiochimiques sont regroupees dans les 
tableaux 7.1 et 7.2 


Tableau 7.1 • Caracteristiques physiques des differentes lipoproteines. 


Lipoproteines 

Densite (g/ml) 

Poids moleculaire 
moyen 

Diametre (nm) 

CHYLOMICRONS 

<0,94 

5.10 9 

10 2 -10 ? 

VLDL 

0,94 a 1,006 

7,5.10 6 

30-70 

LDL 



15-25 

LDL X (IDL)* 

1,006 a 1,019 

2,5.10 6 


ldl 2 

1,019 a 1,063 



HDL 




HDLi 

< 1,063 



hdl 2 

1,063 a 1,125 

3,9.10 5 

6-14 

hdl 3 

1,125 a 1,210 

1,9.10 5 

6-10 


* IDL = intermediary density lipoproteins. 
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Tableau 7.2 • Composition des principals lipoproteines. 


Fractions 

lipidiques 

( % poids) 



Apoproteines 

> 

TG 

CL 

CE 

PL 

Majeures 

chylomicrons 

86-94 % 

0,5-1 % 

1-3 % 

3-8 % 

1-2% 

AI, AU 

AIV, B48 

VLDL 

55-65% 

6-8% 

12-14% 

12-18% 

5-10% 

B100 

Cl, Cil, CIII 

LDL 

8-12% 

5-10% 

33-40% 

20-25% 

20-24% 

B100 

HDL 

3-6% 

3-5% 

14-18% 

20-30% 

45-50% 

AI, AU 
ci, en, cm 


1.2. Classification des apolipoproteines 

Situees a la peripherie des lipoproteines, elles permettent leur solubilisation et 
leur transport sanguin. Elles ont un double role : 

• Un role structural de maintien du complexe macromoleculaire pour le 
transport des sites de synthese vers les sites d'utilisation ; 

• Un role metabolique : 

- en permettant la reconnaissance des sites recepteurs a apolipoproteines B 
etE, 

- en etant effectrices d'enzymes, par exemple : 

l'apo AI est activatrice de la lecithine cholesterol acyl transferase (LCAT), 
enzyme esterifiant le cholesterol des HDL ; 

l'apo Cil est activatrice de la lipoproteine lipase (LPL), enzyme situee sur 
l'endothelium des capillaires, hydrolysant les triglycerides des chylomicrons et 
desVLDL. 

L'apolipoproteine E a egalement un role important dans l'epuration hepatique 
des « remnants » et des IDL par sa liaison avec le recepteur a Apo E alors que 
l'apo CI11 inhibe la captation de ces lipoproteines et s'oppose a l'effet activateur 
de l'apo Cil sur la lipoproteine lipase. 

Leurs caracteristiques et principales proprietes sont regroupees dans le 
tableau 7.3. 

Les apolipoproteines les plus importantes sont l’apolipoproteine B et l'apo- 
lipoproteine Al. 

L’apo B est l'apoproteine des lipoproteines atherogenes, les LDL et VLDL ; 
l'apo AI est la principale apoproteine des lipoproteines « protectrices » de 
l'atherome, les HDL. 
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Tableau 7.3 • Caracteristiques des principales apolipoproteines. 


Apo- 

proteines 

Poids 

moleculaires 

Fonctions 

Concentrations 

plasmatiques 

Sites de 
synthese 

VLDL LDL HDL 

% % % 

de la fraction proteique 

ApoAl 

28000 

activateur LCAT 
permet efflux 
du cholesterol 

l,10a2g/l 

Foie, intestin 

4 


67 

Apo AU 

17000 

stmcturedesHDL 

0.4 g/1 

Foie, intestin 



22 

ApoAIV 

45000 

permet efflux 
du cholesterol 

0,15 g/1 

Intestin 




ApoBlOO 

550000 

secretion VLDL 
ligand du 
recepteur LDL 

0,6 a 1,40 g/1 

Foie 

35 

90 


ApoB48 

264000 

secretion 

chylomicrons 

0,03 a 0,05 g/1 

Intestin 




Apo Cl 

6600 

activateur LCAT 
(in vitro) 

0,04 a 0,06 g/1 

Foie —i 




Apo CT 

8800 

activateur LPL 

0,03 a 0,05 g/1 

Foie 

40 


5-9 

Apo CM 

8700 

inhibiteur LPL 

0,12 a 0,14 g/1 

Foie — 




ApoD 

33000 

metabolisme 
des esters 
du cholesterol 

0,06 a 0,07 g/1 

Gonades, rein, 
foie, placenta, 
intestin 




ApoE 

34000 

ligand du 
recepteur LDL 
etdu recepteur 

IDL 

0,03 a 0,05 g/1 

Foie, intestin, 
surrenales, 
macrophages 
cerveau 

13 




2. Metabolisme des lipoproteines 

Les lipoproteines sont synthetisees avec des lipides d'origine endogene ou 
exogene. 


2.1. Apports lipidiques endogenes 

La synthese endogene de triglycerides est effectuee dans le foie a partir du 
glucose. 

Les acides gras libres peuvent etre liberes par l'adipocyte et transports par la 
serum albumine jusqu'au foie ou ils participeront egalement a la synthese endo¬ 
gene des triglycerides. 

Le cholesterol peut etre synthetise a partir de l'acetyl CoA et cette synthese 
represente 800 mg/jour. 
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2.2. Apports lipidiques exogenes 
t- 

Les lipides alimentaires sont d’origine vegetale (riches en acides gras (AG) 
insatures) et animale (AG satures). Ces AG sont apportes sous forme de trigly¬ 
cerides et de phospholipides. 

L'apport de cholesterol est de 200 mg/j. 

Ces lipides sont degrades dans le tube digestif avec la lipase pancreatique et 
l'intervention des sels biliaires. Ces sels biliaires permettent la fixation de la 
colipase activatrice de la lipase et ont une action emulsionnante sur les graisses 
(en absence de sels biliaires lors de l'obstruction du canal choledoque par des 
calculs ou une tumeur, les selles seront riches en graisses non degradees ce qui 
provoquera une steatorrhee). 

Les catabolites lipidiques obtenus, AG, Glycerol, monoglycerides et diglyce¬ 
rides sont absorbes par la muqueuse intestinale. 

► 

2.3. Metabolisme des lipoproteines riches en triglycerides 

2.3.1. Origines des chylomicrons etdes VLDL 

Les lipoproteines riches en triglycerides sont synthetisees par l'intestin pour 
les chylomicrons et une faible partie des VLDL (20 %) avec des lipides d'ori- 
gine exogene. Ces lipoproteines d'origine intestinale sont liberees dans la 
lymphe puis circulent dans le sang. Les VLDL sont principalement syntheti¬ 
sees par le foie avec des triglycerides d’origine endogene. 

Chylomicrons et VLDL vont subir Faction de la lipoproteine lipase (LPL) 
de l'endothelium des capillaires qui degradera leurs triglycerides en AG et gly¬ 
cerol. La LPL est activee par l'apo Cil cedee prealablement par les HDL, veri- 
tables « reservoirs d'apo C ». Les AG liberes peuvent soit subir la (3 oxydation 
Let liberer de l'energie pour differents tissus, soit etre stockes par les adipocytes 
tous forme de triglycerides de reserve. 

\3.2. Devenir des chylomicrons et VLDL 

Apres Faction de la LPL sur ces deux lipoproteines, les chylomicrons sont 
transformes en particules residuelles ou « remuants » et les VLDL en lipopro¬ 
teines intermediaires, les IDL. Les « remnants » sont reconnus par le recepteur a 
apo B/E du foie et sont degrades. Plusieurs types de recepteurs ont ete decrits 
proches du recepteur-LDL en particulier le « LDL Receptor Related Protein » 
ou LRP qui permet aussi l'epuration des « remnants » avec reconnaissance de 
l'apo E. 

De meme les lipoproteines intermediaires IDL tout en continuant a subir 
Faction de la LPL, viendront egalement se fixer sur les recepteurs hepatiques. 
Les apo E3 et E4 sont reconnues par ces recepteurs mais pas l'apo E2 ce qui 
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pourra provoquer une hyperlipoproteinemie avec accumulation d'IDL. Les IDL 
subissent alors faction probable de la triglyceride lipase hepatique pour etre 
transformees en LDL. 

2.4. Devenir des LDL 

Les LDL ainsi formees se composent d'apo B, de cholesterol libre et esterifie. 
Elies circulent dans le sang vers les tissus peripheriques et le foie. Elies sont 
reconnues par les recepteurs a apo B/E. Une anomalie quantitative ou qualita¬ 
tive du recepteur apo B/E ou une modification de la LDL pourra entrainer une 
dy slipoproteinemie. 

Apres fixation sur le site recepteur, la LDL est intemalisee et degradee en 
cholesterol libre, acide gras et acides amines de l'apo B. 

Le cholesterol libre pourra : 

- etre utilise pour la structure des membranes, 

- etre stocke sous forme de cholesterol esterifie. Une enzyme, l'acyl choles¬ 
terol acyltransferase (ACAT) permet en effet d'esterifier le cholesterol intracel- 
lulaire avec des acyl-coenzymes A ; 

- inhiber la fS hydroxy f3 methylgiutaryl CoA reductase, enzyme regulatrice 
de la synthese du cholesterol, 

- inhiber la synthese des recepteurs a apo B/E. 



Figure 12 Captation et metabolisme intracellulaire du cholesterol (selon Brown et 
Goldstein). 




Metabolisme des lipides et des lipoproteines 


167 


Certaines LDL ne sont pas captees par les recepteurs a apo B/E car elles sont 
modifiees, surtout par peroxydation ou acetylation. Elles sont alors catabolisees 
par la voie du recepteur « scavenger » des macrophages. Ce recepteur n'est pas 
regule par le taux de cholesterol et le macrophage pourra absorber un exces de 
LDL et se transformer en cellule spumeuse. Ce mecanisme peut etre une des 
causes de l'installation de la lesion atherosclereuse. 

Le cholesterol libre cellulaire en exces pourra etre pris en charge par les HDL 
(« efflux » du cholesterol) pour etre ramene au foie et y etre degrade. 


2.5. Metabolisme des HDL 

Les HDL plasmatiques ont plusieurs origines : secretion par l'intestin et par 
le foie, formation a partir des chylomicrons et des VLDL. Au cours de la lipo- 
lyse, il y a en effet des echanges permanents de lipides et d'apoliproteines entre 
les differentes classes de lipoproteines. Phospholipides et apo A sont detaches 
de la surface des lipoproteines riches en triglycerides lors de la lipolyse et 
contribuent a la synthese des HDL. 

Les HDL ont ete divisees en quatre sous classes : HDLj, HDL 2 , HDL 3 et les 
lipoproteines de tres hautes densites (VHDL). HDL 2 et HDL 3 sont les plus 
importantes et correspondent aux principales etapes metaboliques. 

Les premieres HDL liberties dans la circulation sanguine ou HDL naissantes 
secretees par les hepatocytes ne contiennent pas de cholesterol esteriiie. Elles 
ont une forme de disque. Au fur et a mesure, la particule s'enrichit en choleste¬ 
rol et phospholipides. Apres l’esterification du cholesterol par la LCAT, le cho¬ 
lesterol esterifie hydrophobe se localisera au centre et transformera les disques 
en spheres : les HDL 3 . 

Ces HDL 3 sont des HDL de petite taille et de haute densite qui sont capables 
de recevoir du cholesterol et de continuer a l'esterifier avec la LCAT. Elles se 
transforment en HDL de plus grande taille, les HDL 2 , de densite plus legere car 
plus riches en triglycerides, qui sont des transporteurs de sterides vers le foie ou 
les autres lipoproteines VLDL et LDL. 

II y a un cycle permanent de conversion de HDL, en HDL 3 avec intervention 
de la lipase hepatique (represente dans la figure 7.3). 

Les HDL ont plusieurs fonctions : 

• intervenir clans la lipolyse des chylomicrons et VLDL en leur transferant 
l'apo Cil activateur de la LPL et recuperer, apres la lipolyse, des particules de 
phospholipides, cholesterol libre et apoproteines ; 

• intervenir dans le transport « reverse » ou efflux du cholesterol avec quatre 
etapes: 

• recuperer Vexces de cholesterol libre des tissus peripheriques avec l'inter- 
vention d'un recepteur specifique a HDL. II s'agit alors de la sous classe : 
HDL3; 
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Figure 7.3 • Metabolisme des lipoproteines. 

*CETP : cholesteryl ester transfer protein. 

- permettre l'esterification du cholesterol libre par la LCAT pour liberer les 
sites peripheriques de la lipoproteine. Apres esterification, etant hydrophobe, il 
forme le noyau des HDL ; 

- echanger ce steride ainsi forme contre des triglycerides des LDL grace a 
une proteine permettant cet echange, la CETP (« cholesteryl ester transfer pro¬ 
tein ») ; 

- ramener aufoie le cholesterol des tissus non echange avec les triglycerides 

des LDL. H1)I„ eatt ethnic 11a wmiiie Epqffutteire antiatherogene puisqu'elle 

epure l'exces de cholesterol (20 a 30 % des HDL totales). 

Au niveau du foie le cholesterol libre peut alors etre elimine dans la bile ou 
servir a la synthese des acides biliaires. La lipase hepatique, en hydrolysant les 
triglycerides et les phospholipides des HDL 2 , permettrait leur retour dans la cir¬ 
culation sous forme de HDL 3 . 
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2.6. Lipoparticules 

Chaque classe de lipoproteines est elle meme un melange heterogene de 
«lipoparticules » distinctes, de nature et de signification biologique differentes. 

Chaque lipoparticule est definie non plus par sa densite mais qualitativement 

par son contenu en apolipoproteines. 

Les unes ne comportent qu'une apolipoproteine, exemple : la Lp AI qui ne 
contient que de l'apo AI. D'autres plus complexes contiennent plusieurs apoli¬ 
poproteines, exemple : laLp-B-CIIl-E. 

Les particules contenant l'apo AI (principalement les HDL) comportent deux 
populations : les Lp AI et les Lp AI-AII. 

- Les Lp AI sont riches en LCAT et en CETP et ont egalement un tres faible 
taux d'apo AIV. Ces lipoproteines sont responsables de 1'efflux de choleste¬ 
rol des tissus peripheriques vers le foie. 

- Les Lp AI-AII n'ont pas cette propriete. 

Une autre lipoparticule est differente par son apoproteine : la lipoproteine (a) 
on Lp (a). 

C'est une lipoparticule caracterisee par une apoproteine (a) (20 %), glycopro- 
teine liee par un pont disulfure a une apo B100 (60 %). Elle a longtemps ete 
consideree comme une LDL. A l'etat physiologique tous les sujets la possedent. 
Son analogic avec le plasminogene provoque sa liaison avec les glycosamino- 
glycannes et pro teogly Cannes. Elle pourrait avoir une fonction regulatrice de 
l'equilibre « coagulation-fibrinolyse ». 

E lle est tres atherogene et represente un facteur de risque independant pour 
une concentration plasmatique superieure a 0,3 g/1. 


2.7. Regulation hormonale 

E lle porte essentiellement sur le metabolisme des triglycerides dont l'im- 
portance energetique est fondamentale. 

La lipogenese (synthese des TG) et la lipolyse (catabolisme des TG) sont 
regulees par differentes hormones (figure 7-4). 

On notera dans ce schema simple l'importance de l'insuline et le fait que les 
facteurs stimulant la lipase hormonodependante du tissu adipeux sont tous des 
facteurs hyperglycemiants. Ainsi la production d'energie a partir de glucose ou 
apartir d’acides gras peut-elle etre equilibree. 
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Insuline 

_' 

Lipogenese ^ 

r 


FOIE TISSU ADIPEUX 



Insuline 


Catecholamines 

Glucagon 

ACTH 

T3-T4 

Cortisol 


Figure 7.4 • Regulation hormonale de la lipogenese et de la lipolyse. 


3. Bilan lipidique 

3.1. Bilan lipidique systematique 

II faut un bilan de sante des l'enfance dans les families a risques et vers 
18-25 ans chez les autres sujets. Ce bilan de premiere intention doit comprendre : 

l'aspect du serum a jeun et les dosages des triglycerides, du cholesterol 
total et du cholesterol HDL. 


3.2. Bilan lipidique oriente 

II est utilise pour une confirmation diagnostique apres une anomalie dans le 
bilan systematique, ou pour une surveillance de traitement ou apres la decou- 
verte d'une maladie susceptible d'entrainer une hyperlipemie secondaire. 

Ce bilan comprend en plus du bilan systematique une electrophorese des 
lipoproteines, un dosage de l'apo B et de l'apo A1 et eventuellement les 
dosages de Lp A1 et Lp(a). 
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3.3. Parametres lipidiques 

1 

3.3.1. Aspect du serum 

Sur un sujet ajeun depuis 12 heures, le serum doit etre clair, c'est-a-dire avec 
un faible taux de VLDL et sans chylomicron. S'il est opalescent, il y a un exces 
de VLDL ; s'il est lactescent, des chylomicrons sont presents. Pour controler la 
presence effective de chylomicrons, le serum est conserve 24 heures a + 4 °C et 
les chylomicrons forment alors une creme a la surface du serum. 

^ 3.3.2. Dosage des triglycerides 

Des techniques enzymatiques sont utilisees par plus de 90 % des laboratoires. 
Elies reposent sur le dosage enzymatique du glycerol libere apres action de 
la lipase. Le glycerol libre preexistant est en quantite tres faible dans le serum. 
On peut cependant le doser sans faire l'hydrolyse prealable des triglycerides. 

La premiere etape est une phosphorylation du glycerol par la glycerol kinase. 
Selon les etapes suivantes il s'agit de dosage photometrique dans le visible ou 
dans l'U.V. 


3.3.2.1. Dosage enzymatique colorimetrique 


Triglycerides 


Lipase 


-» glycerol + acides gras 


Glycerol + ATP kinase^ gjy C ^ ro | 3 phosphate + ADP 

Glycerol 

, deshydrogenase .. 

Glycerol 3 phosphate + NAD + - * phospho dihydroxyacetone + 

NADH + H + 


NADH + H + + iodonitrotetrazolium- > NAD + + formazan 

La lecture colorimetrique est effectuee a 500 nm. La coloration due au For¬ 
mazan est proportionnelle a la concentration en triglycerides dans le serum. 
Cette premiere technique enzymatique colorimetrique est en voie d'abandon. 


3.3.2.2. Dosage enzymatique. a I'oxydase-peroxydase 


Triglycerides 


Lipase 


-> glycerol + 3 acides gras 


Glycerol + ATP kinase^ gjy C ^ ro j 3 phosphate + ADP 

Glycerol 3 phosphate oxvdase^ ph 0 S ph 0 dihydroxyacetone + H^O-, 
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2H,0, + phenol + amino 4 phenazone 


Peroxydase 


quinone imine coloree + 

a u r\ 


La lecture colorimetrique est effectuee a 540 nm. 

Cette technique est la plus utilisee actuellement (2/3 des laboratoires franqais 
la pratiquent). 

3.3.2.3. Dosage enzymatique par spectroreflectometrie 

11 s'agit d'un dosage utilisant le meme principe de reaction que le dosage 
enzymatique a l'oxydase-peroxydase mais pratique sur support solide. 

Taux normaux homme < 7,5 mmol/l ou < 1,30 g/l 
Taux normaux femme < 1,3 mmol/l ou < 1,15 g/l 

Pour etablir un regime et/ou un traitement le seuilpathologique sera egal ou 
superieur a 2,3 mmol/l soit 2 g/l. 


3.3.3. Dosage du cholesterol 

Le cholesterol peut etre dose par de tres nombreuses methodes. Les plus 
anciennes sont colorimetriques, les plus pratiquees sont enzymatiques. La 
methode de reference est chromatographique. 


3.3.3.1. Methodes enzymatiques 

Ces methodes concernent plus de 99 % des laboratoires franqais. Elies utili- 
sent toutes une cholesterol esterase et une cholesterol oxydase. 

Dans une premiere etape les esters de cholesterol sont hydrolyses en choleste¬ 
rol libre par l'esterase puis le cholesterol libre est oxyde en A4-cholestenone 
avec production d'eau oxygenee. 

Les diverses techniques enzymatiques different entre dies par le dosage de 
cette eau oxygenee. 


_ Cholesterol _ 0„ Cholesterol oxydase 

CE-;-> CL + AG CL — 7 -- y -> 

esterase 


cholestene-4, one 3 


(CE = Cholesterol esterifie) 
(CL = Cholesterol libre) 

H 2 0 2 formee peut etre dosee en presence de catalase ou peroxydase : 


chromogene + H-,0-, 
ou 


Catalase 
-> 


H-,0 + chromogene oxyde 


H^O, + iodure 


Peroxydase 


■> H-,0 + iode 
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OU 


2H 2 0 2 + phenol + chromogene (amino 4 phenazone) 


Peroxydase 


quinone unine 

+ 4H 2 0 


- Technique avec peroxyclase et chromogene phenolique. 

Elle est pratiquee par plus de 90 % des laboratoires. La quinone imine obte- 
nue ci-dessus est coloree en rose et peut etre dosee par colorimetrie a 540 nm ou 
par spectroreflectonretrie. La coloration obtenue est proportionnelle a la concen¬ 
tration du cholesterol serique. 

Les autres techniques sont beaucoup nroins utilisees. 


- Technique avec peroxydase et chromogene non phenolique. 

Avec de l'iodure, l'eau oxygenee oxyde l'iodure en iode dose par photometrie. 

- Technique avec catalase et chromogene. 

- Technique par spectroreflectometrie avec chromogene phenolique. 

Toutes ces techniques enzymatiques nrontrent une bonne specificite et une 

bonne exactitude. 


33.3.2. Techniques chromatographiques 

> CHROMATOGRAPHIEEN PHASE GAZEUSE 

II s'agit de la technique de reference necessitant un materiel tres specialise. 
Apres dilution isotopique, l'echantillon serique est passe sur chronratographie 
en phase gazeuse suivie d'une mesure par spectrometrie de masse. 

Taux normaux < 5,70 mmol/1 ou 2,20 g/1. 

Pour etablir un regime et/ou un traitement, c'est le taux de cholesterol LDL 
qui sera retenu mais le seuil pathologique est different selon le nombre de 
facteurs de risque presente par le patient (tableau 7.6). 

33.4. Dosage des phospholipides 

Tres peu demande, le dosage des phospholipides (lecithines, phosphatidyl 
ethanolanrines, phosphatidyl serines, sphingomyelines et lysolecithines) est 
effectue par des techniques chinriques ou enzymatiques. 

> TECHNIQUES CHIMIQUES : 

L iles sont pratiquees en dosant le phosphore directement ou apres mineralisa¬ 
tion par formation d'un conrplexe phosphonrolybdique. 

> TECHNIQUES ENZYMATIQUES 

L^cithine _ Ph° s Ph°l'P ase D ) choline + acide phosphatidique 
Choline Choline oxydase , Muine + HA 




174 


Biochimie clinique 


2H,0-, + phenol + amino 4 phdnazone P erox y^ ase ) q U j none jmine + 4 H,0 

La quinone imine formee est coloree en rose et la densite optique a 540 nm 
est proportionnelle a la concentration des phospholipides seriques. 

Taux normaux < 3,20 mmol/l ou 2,50 g/l 

3.3.5. Dosage des acides gras libres 

II s'agit d'un dosage colorimetrique comportant 3 reactions successives : 

R-COOH + ATP + CoA Ac y 1CoA synthetase^ acy , CoA + AMP + PP 

AcylCoA + 0 2 AcylC - A Qx y das< : > e noyl CoA + H 2 0 2 
2H 2 0, + phenol + amino 4 phenazone - P erox y d ase , quinone imine + 4 H-,0 
La lecture colorimetrique est encore effectuee a 540 nm. 

3.3.6. Dosage du cholesterol HDL 

II s'effectue apres precipitation selective des LDL et VLDL avec un com- 
plexe polyanion-cation ou avec l'acide phosphotungstique en presence de 
cations bivalents. 

Le cholesterol HDL est dose par technique enzymatique sur le surnageant 
resultant de la centrifugation du precipite. Les TG interferent sur cette precipita¬ 
tion a partir de 4 mmol/l. 

- Des dosages directs du cholesterol HDL sont actuellement proposes, le 
principe est de bloquer les autres lipoproteines avec des anticorps anti apo B ou 
des polyanions puis le dosage du cholesterol HDL est effectue par methode 
enzymatique. 


Taux normaux homme > 1,10 mmol/l ou > 0,42 g/l 
Taux normaux femme > 1,30 mmol/l ou > 0,50 g/l 

Le rapport cholesterol total/cholesterol HDL est utilise comme facteur 
de risque cardiovasculaire et doit etre inferieur a 4,9 chez l'homme et a 
4,2 chez la femme. 

3.3.7. Evaluation du cholesterol des LDL 

Plus difficile a pratiquer, le dosage par precipitation selective des LDL est 
peu utilise. Un dosage direct vient d'etre propose en utilisant un detergent qui 
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solubilise VLDL et HDL puis les enzymes cholesterol esterase et oxydase oxy- 
dent le cholesterol HDL et VLDL en produit inactif incolore. Un deuxieme 
reactif avec detergent, enzymes et chromogene permettra le dosage direct du 
cholesterol LDL. 


Taux normaux <4,1 mmol/lou 1,60g/1 

Entre 4,1 et 5,7 mmol/1 (1,60 a 2,20 gA) en prevention primaire chez des 
sujets sans autres facteurs de risque, seuls des conseils hygieno-dietetiques sont 
necessaires. 

La formule de Friedewald permet de calculer le cholesterol LDL a condition 
que les TG soient inferieurs a 4 mmol/1 (3,5 g/1). 

Pour des concentrations exprimees en moeoJ/1 : 

Choi. LDL = Choi, total - (Choi. HDL + TG/2,2) 

Pour des concentrations exprimees en g/1 : 

Choi. LDL = Choi. Total - (Choi. HDL + TG/5,6). 

Si les triglycerides sont superieurs a 4 mmol/1 (3,5 g/1) le cholesterol LDL 
peut etre calcule par la formule de Planella : Choi. LDL (mmol/1) = 

0,41 Choi, total (mmol/1) - 0,32 TG (mmol/1) + 1,7 apo B(g/1) - 0,27. 

3.3.5. Dosage des apoproteines A1 et B 

Les deux principals apoproteines peuvent etre dosees par differentes tech¬ 
niques inmiunologiques avec antiserums specifiques et etalons purifies. 

I - Les methodes automatisees utilisees sont I'immunonephelemetrie et 
Vimmunoturbidimetrie. 

Mais pour les petites series de dosages, Immunodiffusion radiate, I'elec- 
troimmunodiffusion et 1'immunoenz.ymologie sont aussi pratiquees. 

I - Les autres apoproteines utiles pour un diagnostic, apo Cil et apo E, sont 
aussi evaluees avec leur anticorps correspondant par techniques immunolo- 
giques. 

Taux normaux apo B =0,6 a 1,40 g/l 
Taux normaux apo AI > 1,10g/l. 

3.3.9 Dosage de la lipoparticule AI 

Ce dosage s'effectue par electroimmunodiffusion avec des anticorps anti AI 
et anti Ail. 


Taux normal LpAl > 0,35 g/1. 
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3.3.10. Dosage de la Lp (a) 

Ce dosage est egalement effectue selon les techniques classiques immunolo- 
giques. II faut eviter la congelation des semms pour les techniques utilisant les 
principes d'immunonephelemetrie et d'immunoturbidimetrie. 

Taux normaux < 0,3 g/1. 

3.3.11. Electrophorese des lipoproteines 

C'est un examen de deuxieme intention qui apporte des informations comple- 
mentaires dans les cas de serums troubles avec hypertriglyceridemie ou hyperli- 
pemie mixte. II permet un typage plus precis de ces hyperlipoproteinemies. 

Cet examen est pratique sur agarose ou sur gel de polyacrylamide. 


HDL VLDL LDL 

® tU, 

Dep 

% Normes % 

LDL 57.4 45 - 60 

VLDL 17.1 05-18 

HDL 25.5 10-45 _ 

©“ ^- 0 

Lipidogramme sur agarose 

Figure 7.5 • Schema d'un lipoproteinogramme. 

Apres migration electrophoretique des lipoproteines et coloration, il permet 
de visualiser qualitativement : 

- une surcharge en chylomicrons au point de depot, 

- une augmentation des VLDL et/ou des LDL, 

- la presence d'IDL ou de Lp(a), 

- une diminution relative des HDL. 

II faut le pratiquer sur serum frais et ne pas l'utiliser pour quantifier le choles¬ 
terol HDL. 
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4. Principals dyslipoproteinemies 

Deux classifications, etablies par Fredrickson et de Germes, peuvent etre utili- 
sees pour definir les dyslipoproteinemies, (tableau 7.4). 


Tableau 7.4 • Classifications des hyperiipoproteinemies familiales. 


Classification 

internationale 

(Fredrickson) 

Frequence 

Aspect 

du 

serum 

CT 

TG 

Classification selon de Gennes 






Hypercholesterolemies essentielles 

1 na 

frequent 

clair 

+++ 

N 

1) Forme mineure : expression 
biologique permanente, manifesta¬ 
tions cardiovasculaires occasion- 
nelles 






2) Fomie majeure : xanthomatose 
tendineuse hypercholesterolemique 
familiale (XTHF) 






3) Forme monstrueuse de XTHF 






Hyperlipidemies mixtes 

lib 

frequent 

opalescent 

++ 

+ 

1) Forme mineure : expression 
biologique permanente, quelques 
manifestations cardiovasculaires 






2) Forme majeure avec ou sans 
xanthomatose 

m 

rare 

opalescent 

++ 

++ 







Hypertnglyceridemies majeures 

i 

tres rare 

lactescent 

Nou + 

+++ 

Formes exogenes dependantes des 
graisses (activite lipoproteine 
lipase diminuee) 

IV 

frequent 

opalescent 

Nou + 

++ 

Formes endogenes independantes 
des graisses soit glucide-depen- 
dantes, soit ethanolo-dependantes, 
soit association avec d'autres fac- 
teurs (plethore, goutte...) activite 
lipoproteine lipase normale 

V 

rare 

lactescent 

Nou + 

+++ 

Fomie exogenes et endogenes 


1.1. Hyperiipoproteinemies familiales 


Trois hyperiipoproteinemies represented 99 % des cas : l'hypercholesterole- 
nie essentielle (type lia de Fredrickson), l'hyperlipemie mixte type 11b et l'hy- 
)ertriglyceridemie de type IV. 
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4.1.1. Hypercholesterolemies essentielles 

Elies atteignent 0,2 % de la population generale. 

L'anomalie primitive porte principalement sur le gene codant le recepteur apo 
B/E des LDL avec plusieurs types de mutations entrainant des modifications sur 
differents domaines du recepteur. 

Exemples : 

- recepteur synthetise mais non fixe sur la membrane plasmique ; 

- pas de fixation possible de LDL ; 

- fixation de LDL mais pas d'intemalisation ; 

- il peut aussi y avoir des mutations sur le gene de l'apo B au niveau de son 
site de fixation sur le recepteur. 

Dans tous les cas, les LDL ne sont pas captees par les cellules. Ces sujets 
type lia n'ont alors pas de recepteurs ou ont des recepteurs apo B deficients. 

II y a trois degres d'atteintes : 

- une forme heterozygote mineure avec un cholesterol total < 4 g/1 ou 

10 mmoVl ; 

- line forme heterozygote avec xanthomes (accumulation de cholesterol au 
niveau des tendons) le cholesterol total est de 4 a 6 g/1 ou de 10 a 15 mmol/1 ; 

- une forme homozygote avec xanthomes et cholesterol > 6 g/l ou 15 mmol/l. 

L'aspect du serum est clair. Le cholesterol total, le cholesterol LDL et l'apo B 

sont augmentes. Le cholesterol HDL est normal ou diminue. Les triglycerides 
sont normaux. 

Le pronostic vasculaire est tres mauvais avec une augmentation des LDL 
circulantes qui peuvent etre modifiees par oxydation ou acetylation ce qui aug- 
mente les charges negatives de la lipoproteine. Le catabolisme de ces LDL chez 
ces sujets se fait par l'intermediaire des recepteurs macrophagiques (recepteurs 
« scavenger ») qui ne sont pas regules par le taux de cholesterol. Le macrophage 
pourra absorber un exces de LDL modifiees qui le transformera en cellule spu- 
meuse. Le risque atherogene sera done tres important. 

Les LDL presentes a des concentrations elevees peuvent aussi etre captees 
par fixation et internalisation « recepteur independante » par micropinocytose ; 
cet autre procede en l'absence de recepteurs apo B-E permet de fournir du cho¬ 
lesterol aux tissus mais il n'y a plus aucune regulation de l'intemalisation et du 
metabolisme intracellulaire du cholesterol. 

4.1.2. Hyperlipemies mixtes 

L iles concernent 2 a 3 % de la population. 

La nature des anomalies genetiques est encore inconnue. Il y a une augmenta¬ 
tion de la synthese de l'apo B et des VLDL, done une augmentation des LDL. 

Un vrai type 11b presente une augmentation du cholesterol et des triglycerides, 
mais sous l'influence des conditions dietetiques on peut observer un cholesterol 
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eleve avec des triglycerides normaux (pseudo type lia) ou un cholesterol normal 
I avec des triglycerides eleves (pseudo type IV). 

L'aspect du serum est plus ou moins opalescent. 

Le cholesterol total, le cholesterol des LDL, les triglycerides totaux, les tri¬ 
glycerides des VLDL, l’apo B sont augmentes. 

Cholesterol des HDL et apo AI sont generalement diminues. 

Le risque atherogene est important. 


4.1.3. Hypertriglycerideinies familiales 

Elies represented 1 % de la population. L'hypertriglyceridemie d'origine 
endogene est due a une augmentation de la synthese hepatique des VLDL et a 
un ralentissement de leur catabolisme. L'apo CIII inhibitrice de la LPL peut etre 
augmentee. 

Le serum est opalescent, le cholesterol est normal ou legerement augmente, 
les triglycerides sont tres eleves et surtout les triglycerides des VLDL. 

Le cholesterol HDL et l'apo AI sont diminues. Le risque atherogene est 
important. 

L'hyperinsulinemie souvent associee suggere la participation d'un pheno- 
mene de resistance a l'insuline dans le developpement de l'hypertriglyceride- 
mie. Cette hypertriglyceridemie peut etre intensified par des facteurs dietetiques 
comme glucides, alcool, obesite. 

II faut eliminer toutes les causes secondaires d'hypertriglyceridemie avant de 
conclure a un type IV familial. 


4.1.4. Autres hyperlipoproteinemies familiales 

Ces trois autres types (III, 1 et V) de la classification de Fredrickson sont 
beaucoup plus rares: 

I > DYSBETALIPOPROTEINEMIE DE TYPE III 

Les lipoproteines intermediates, IDL et les « remnants » de chylomicrons, ne 
sont pas epures par la lipase hepatique car les sites recepteurs hepatiques a apo 
E (genotypes E2, E3, E4) ne reconnaissent pas le phenotype E2/E2. Les sujets 
atteints sont soit homozygotes E2/E2 soit heterozygotes E2/E3 mais seulement 
1 % des sujets portant l'allele E2 developpent un type III ; done cette anomalie 
n'est pas suffisante pour le developpement systematique de cette dyslipoprotei- 
nemie. Le phenotype E3/E3 est le plus frequent chez l'homme mais chez les 
sujets atteints par la maladie d'Alzheimer la frequence des phenotypes avec apo 
E4 atteint 50 %. 

La presence d'apo E4 serait un facteur de risque de developpement de la 
maladie alors que l'apo E2 pourrait avoir un effet protecteur. 

L'accumulation d'IDL et de VLDL se traduit par un catabolisme different 
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de ces lipoproteines : la voie macrophagique generatrice d'atherome comme 
dans le type lia est utilisee. Le risque cardiovasculaire est eleve. 

► HYPERCHYLOMICRONEMIE (TYPE I) 

Tres rare, elle est caracterisee par une forte hypertriglyceridemie d'origine 
exogene avec accumulation de chylomicrons. Elle est done dependante de 
l'apport en graisses alimentaires. 

Le defaut genetique porte soit sur la lipoproteine lipase, soit sur son activa- 
teur l'apo Cil. L'enzyme est done soit absente, soit inactive et les chylomicrons 
ne sont plus degrades. Dans certains cas il peut y avoir aussi accumulation de 
VLDL (type V). 

La principale complication est la pancreatite aigue mais le type 1 n'est pas 
atherogene. 

► HYPERTRIGLYCERIDEMIE MIXTE EXOGENE ET ENDOGENE (TYPE V) 

C'est une hypertriglyceridemie due a l'augmentation des chylomicrons et des 
VLDL e'est-a-dire une combinaison des types 1 et IV. Le mode de transmission 
n'est pas determine. L'hypertriglyceridemie peut etre aggravee par une forte 
consommation de glucides, alcool et graisses. 

Des dyslipoproteinemies rares ne sont pas classees selon les types de Lre- 
drickson. On peut cependant en citer quatre. 

► HYPER APORF.TAI.TPOPROTF.INF.MIF. 

Identifiee par Sniderman, elle est caracterisee par une augmentation de l'apo 
B avec un cholesterol LDL normal ou legerement eleve. Les LDL sont plus 
petites, denses et tres atherogenes. 

► AUGMENTATION DE LA LP(a) 

Le taux de Lp(a) est superieur a 0,3 g/1. Cette lipoproteine est alors visible a 
l'electrophorese sur agarose ou en gel de polyacrylamide. Elle est associee ou 
non a une hyperlipemie. Le risque atherogene est tres eleve. 

>• HYPF.R AT PH AT TPOPROTFTNFMTF. 

Ces sujets presentent une augmentation du cholesterol HDL avec un choleste¬ 
rol LDL normal. 

La transmission genetique est autosomique dominante. Les families atteintes 
ont une grande longevite et une bonne protection contre l'atherosclerose. 

► HYPOALPHALIPOPROTEINEMIE FAMILIALE 

Le cholesterol HDL est diminue ainsi que l'apo AI. II existe des analphalipo- 
proteinemies qui relevent d'un defaut de synthese des apo AI ou des apo AI et 
apo Cil car les deux genes sont voisins. 
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1 

r La maladie de Tangier est une analphalipoproteinemie autosomique recessive 
avec mutation sur le gene de l'apo AI. Le transport « reverse » du cholesterol 
n'est plus effectue et il se depose dans differents tissus. 

Des hypolipoproteinemies peuvent etre rencontrees au cours de maladies de la 
nutrition et de la maladie coeliaque. 

1 Les vegetariens ont un taux de lipoproteines et de cholesterol plus has que les 
omnivores. 

Dyslipoproteinemies secondaires 

Une dyslipoproteinemie secondaire peut etre iatrogene ou bien etre la conse¬ 
quence de nombreuses pathologies et modifications hormonales. Elle est sus¬ 
ceptible de regresser par le seul traitement de l'affection causale. Les plus fre- 
lluentes sont presentees dans le tableau 7.5. 

4.2.1. Pathologies metaboliques et hyperlipoproteinemies secondaires 

> DIABETE SUCRE 

L'hyperlipoproteinemie de type IV est la plus frequemment associee au dia¬ 
bete mais sont egalement trouves les types 11b et V. L’activite LPL est diminuee 
car l’insuline est diminuee. La lipolyse intra-adipocytaire n'est plus freinee par 
l'insuline et entrame une activation de la synthese des VLDL. 


'Tableau 7.5 • Principals dyslipoprotememies secondaires. 


Pathologie 

metabolique 

Types selon 
Fredrickson 

CT 

TG 

Diabete (type 1 ou n) 

IV ou lib 

Nou + 

+ 

Insuffisance renale 

IV ou lib 

Nou + 

+ 

Hyperuricemie 

IV ou lib 

Nou + 

+ 

Syndrome nephrotique 

lib ou IV 

+ 

+ 

Pathologie Hormonale 

Hypothyroide 

ha ou lib 

++ 

NOU++ 

Hyperlipoproteinemies 

iatrogenes 

Usage de contraceptifs 

steroldiens 

nb,iv 

Nou + 

+ 

Beta-Bloquants 

IV 

N 

+ 

Diuretiques thiazidiques 

nb 

+ 

+ 

Corticoides 

IV ou lib 

Nou-i- 

+ 
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► OBESITE 

Le type IV est le plus frequent, provoque par une augmentation de la synthese 
desVLDL. 

L'association clinicobiologique de l'obesite, hypertension, insulinoresistance 
avec hyperinsulinisme secondaire est denommee « syndrome X » : chez ces 
sujets il y a une augmentation des VLDL due a l'insulinoresistance. Le choles¬ 
terol HDL est souvent diminue et le risque cardiovasculaire est tres augmente 
chez ces sujets. 

► HYPERURICEMIE 

Le type IV et le type lib sont frequemment associes a l'hyperuricemie et a la 
goutte. 

► CHOLESTASEINTRA- OU EXTRAHEPATIQUE 

Les types ha et lib sont rencontres. Le foie secrete dans le sang des lipopro- 
teines anormales dites lipoproteines X riches en cholesterol libre, phospholi- 
pides et en apo C et E. L'activite LCAT serait diminuee par la presence de sels 
biliaires dans le sang. 

>• INSUFFISANCERENALECHRONIQUE 

Le type IV est surtout present avec une augmentation de la synthese des 
VLDL et un catabolisme freine par une augmentation de l'apo CIII, inhibitrice 
de la LPL et peut-etre par un deficit en lipase hepatique. 

Les sujets en hemodialyse presentent les memes perturbations alors que les 
sujets transplants sous corticotherapie evoluent vers un type lib. 

► SYNDROME NEPHROTIQUE 

Les types lib et IV sont principalement rencontres. La fuite de l'albumine au 
niveau renal provoque un exces d'acides gras libres par rapport a la serum-albu- 
mine qui les transporte et entraine une stimulation de la synthese des VLDL et 
un catabolisme diminue. La synthese de l'apo B est egalement augmentee. De 
plus la lipase hepatique serait moins active. 

4.2.2. Pathologies hormonales 

► HYPOTHYROlDIE 

Elle est frequemment associee a des types ha et lib. Le mecanisme est mal 
elucide. II semble qu'une faible concentration en hormones thyroldiennes 
entraine une diminution du catabolisme des LDL et du cholesterol. 

► HYPERTHYROIDCE 

E lle est generalement associee a une hypocholesterolemie. 
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4.2.3. Hyperlipoproteinemies iatrogenes 

Differents troubles lipidiques peuvent etre provoques par la prise de medica¬ 
ments. Les plus importants sont : 

> TRAITEMENT AVEC CONTRACEPTIFS STEROIDIENS 

1 Les oestrogenes diminuent l'activite lipase hepatique done provoquent une 
hypertriglyceridemie et une augmentation des HDL2. 

Les progestatifs norsteroides augmentent l'activite lipase hepatique done 
diminuent les triglycerides et les HDL2. 

Les progestatifs non androgeniques n'ont pas d'influence. 

> AU COURS DU TRAITEMENT DE L'HYPERTENSION ARTERIELLE 

Certains (3-bloquants peuvent diminuer l'activite LPL entrainant une hypertri¬ 
glyceridemie. 

Les diuretiques thiazidiques provoquent une augmentation du cholesterol, 
surtout du cholesterol LDL, et une augmentation des triglycerides. 

> AU COURS DES CORTICOTHERAPIES DE LONGUE DUREE. 

R iles peuvent provoquer l'installation de types lib ou IV. 

4.3. Notions therapeutiques 

Dans toutes les dyslipoproteinemies atherogenes, le regime est applique sys- 
tematiquement et constitue la premiere mesure therapeutique. L'indication d'un 
medicament sera discutee dans un deuxieme temps apres trois a six mois de 
regime. Les seuils decisionnels de traitement sont presentes dans le tableau 7.6 
I selon les references medicales opposables (RMO). 

4.3.1. Traitement dietetique 

> EN CAS D'HYPERCHOLESTEROLEMIE 

r D ne faut pas depasser un apport quotidien en cholesterol de 300 mg. Les 
graisses d'origine animale sont a proscrire : jaune d'oeuf, beurre, charcuterie... 

II faut diminuer la consommation en graisses saturees en evitant les graisses 
d'origine animale mais aussi certaines graisses vegetales, huile de coco, vegeta- 
line, huile de palme, beurre de cacao, margarines dures... 

II faut augmenter les graisses insaturees : acides gras monoinsatures (acide 
oleique) et polyinsatures. Les huiles vegetales (tournesol, mais, colza, soja, 
noix, pepin de raisin) et les margarines derivees de ces huiles sont a utiliser ; 
l'huile d'olive est riche en acide oleique mono-insature. Les poissons, meme les 
poissons gras comme saumon, sardine... sont une source importante d'acides 
gras polyinsatures. 
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Tableau 7.6 • Seuils decisionnels de traitement. 


Categorie de patients 
ayant une elevation 
duLDL 
Cholesterol 

Valeur d'instau- 
ration du traite¬ 
ment dietetique 

Valeur 

cible 

Valeur 

d'instauration 
du traitement 
medicamenteux 

Valeur 

cible 

Prevention primaire des 
hommes de moins de 45 
ans ou femmes non meno- 
pausees n'ayant aucun 
autre facteur de risque 

>2,20g/l 
(5,7 mmol/1) ++ 

<1,60 

(4,1) 

Pas d'indication 
en premiere 
intention 


Prevention primaire des 
hommes de moins de 
45 ans ou femmes non 
menopausees n'ayant 

aucun autre facteur de 
risque apres echec de la 
dietetique. 



>2,20 

(5,7) 

malgre 

une dietetique 
suivie pendant 

6 mois 

<1,60 

(4,1) 

Prevention primaire des 
sujets ayant un autre fac¬ 
teur de risque 

> 1,60 

(4,1) 

<1,60 

(4,1) 

21,90 

(4.9) 

<1,60 

(4,1) 

Prevention primaire des 
sujets ayant au moins 
deux autres facteurs de 
risque 

>1,30 

(3,4) 

<1,30 

(3.4) 

<1,60 

(4,1) 

<1,30 

(3,4) 

Prevention secondaire 
des sujets ayant une mala- 
die coronaire patente. 

>1,30 

(3,4) 

<1,00 

(2.6) 

>1,30 

(3,4) 

malgre 

une dietetique 
suivie pendant 

3 mois 

<1,00 

(2,6) 


Dans le cadre de la prevention des maladies cardiovasculaires, il faut preferer 
les glucides complexes et riches en fibres (pain complet, pain, legumes verts et 
secs, fruits, pommes de terre, pates, riz) aux sucres d'absorption rapide (sucre, 
confitures, confiseries, jus de fruis sucres...). 

> ENCASD'HYPERTRIGLY CERIDEMffi 

II faut reduire les glucides et les boissons alcoolisees. 

L'obesite est quelque fois bee a une augmentation des triglycerides et du cho¬ 
lesterol associee a une diminution du cholesterol HDL. 

Dans ce cas il faut diminuer l'apport calorique (en particulier les graisses, 
les sucres d'absorption rapide et l'alcool) et en meme temps augmenter les 
depenses energetiques en pratiquant des exercices physiques. 
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4.3.2. Traitements medicamenteux 

i 4.3.2.1. Hypocholesterolemiants 

> RESINES SEQUESTRANT LES ACIDES BILIAIRES 

En France, c'est la cholestyramine (Questran®) qui est utilisee pour le type 
lia. Le cholesterol est alors consomme par les hepatocytes pour une production 
accrue d'acides biliaires. Cependant, il y a quelques effets digestifs secon- 
daires. 

> FIBRATES 

Differents derives des fibrates : fenofibrate, bezafibrate, ciprofibrate sont utili¬ 
ses dans les hyperlipemies mixtes mais aussi pour les hypercholesterolemies. 
Leurs actions s'exercent a plusieurs niveaux en particulier en activant les oxyda- 
tions d'acides gras dans les peroxysomes. En effet ces molecules agiraient par 
l'intermediaire de recepteurs d'activation des peroxysomes (PPARs a et "y) qui en 
leur presence migreraient vers le noyau entrainant la transcription et la traduction 
de proteines enzymatiques du peroxysome. Le PPAR a present dans foie, rein, 
coeur et muscle serait un regulateur essentiel du metabolisme lipidique en aug- 
mentant l'expression du gene de la lipoproteine lipase et en diminuant la synthese 
de l'apo CIII. De plus une induction de la synthese des apo AI et AU par le PPAR 
a permet d'augmenter le cholesterol HDL sous traitement par fibrates. La modu¬ 
lation par les PPARs a permet d'expliquer la diminution de la synthese des VLDL 
et l'augmentation de leur catabolisme sous fibrates. Les fibrates sont particuliere- 
ment indiques dans les hyperlipoproteinemies mixtes avec augmentation du LDL 
cholesterol et des triglycerides, apres echec du regime. 

> INHIBITEURS DE LA P-HYDROXY, P-METHYL, GLUTARYL-COA REDUCTASE 

Cette enzyme (HMG CoA reductase) regulatrice de la synthese intracellulaire 
du cholesterol peut etre inhibee par des « statines ». La concentration intracellu¬ 
laire de cholesterol diminue, il y a alors stimulation de la synthese des recep¬ 
teurs a LDL et captation augmentee des LDL. 

Differentes statines sont commercialisees : pravastatine, simvastatine, fluvas- 
tatine, cerivastatine et atorvastatine. Leur effet biologique majeur est d'abaisser 
le LDL cholesterol. Les statines sont utilisees principalement dans les hypercho¬ 
lesterolemies type lia. 

4.3.2.2. Autres hypolipemiants 

> ACIDE NICOTINIQUE 

II est peu utilise en France. Il diminuerait le taux de Lp(a). 
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► PROBUCOL (LURSELLE®) 

Ancien hypocholesterolemiant, il diminue le cholesterol LDL mais aussi le 
cholesterol HDL. Cependant il est efficace dans la regression des xanthomes. II 
est surtout un anti-oxydant ; or la peroxydation des LDL joue un role important 
dans l'atherogenese. Done ce medicament, cornrne la vitamine E, serait protec- 
teur de l'atherome par ses proprietes anti-oxydantes. 

► ACIDES GRAS POLYINSATURES DE LA SERIE <o 3 (MAXEPA®) 

Ces extraits d'huile de chair de poisson sont efficaces sur les hypertriglyceri- 
dernies de type IV et V. Ils diminuent la synthese hepatique des triglycerides et 
augmentent le catabolisme des VLDL par activation de la lipoproteine lipase. Ils 
ont egalement un effet anti-agregant plaquettaire. 

>• HU1LES AVEC ACIDES GRAS A CHAlNES COURTES 

Elies sont utilisees dans les regimes des hypertriglyceridemies exogenes car 
ces acides gras a chaine courtes sont liberes directement par l'enterocyte sans 
entrainer la synthese des chylomicrons. 


5 . Conclusion 

En epidemiologie, pour diminuer la mortalite cardiovasculaire, deux causes 
majeures devraient pouvoir etre evitees : le tabagisme et l'hypercholesterolemie. 
Pour celle-ci, il faut un depistage systematique des hyperlipemies, associe a une 
modification du regime alimentaire general. Ce dernier devrait comprendre 30 % 
seulement de la ration sous forme de graisses, elles mernes representees a parties 
egales de graisses saturees, mono-insaturees et polyinsaturees. 
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Generalites 

sur le metabolisme awte 

Pierre Valdiguie 


Les protides (du grec protos, premier) sont les constituants principaux de 
la cellule sur le plan plastique aussi bien que dynamique. Ils sont formes par 
l'enchainement d'aminoacides et renferment environ 16 % d'azote, appartenant 
au radical amine de ces aminoacides. 

Lx metabolisme azote est done le plus important de tous les metabolismes des 
constituants organiques de la matiere vivante et il merite quelques notions gene- 
rales introductives de physiologie et de biochimie. 


1. Besoins et apports proteiques 

Les besoins sont a la fois quantitatifs et qualitatifs. Ils doivent etre pris en 
compte dans toute etude nutritionnelle. 


1.1. Besoins quantitatifs 

Malheureusement trap souvent objectives par les medias lors des reportages sur 
les pays du tiers monde ou lors des grandes famines, les apports proteiques sont, 
dans ces cas, insuffisants. Pourtant le besom minimum, chez l'adulte, en pro¬ 
teines alimentaires est faible, environ 1 a 1,1 g par kilo de poids corporel. 

Facilement couvert dans les pays riches, ce besoin est satisfait par une ali¬ 
mentation mixte et equilibree. Les proteines vegetales des cereales, telles que 
les glutelines, et les proteines de l'alimentation camee et lactee apportent meme 
souvent un large excedent qui sera perdu sous forme d'uree urinaire. 
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Les 20 acides amines courants des proteines sont ainsi apportes. La liste des 
aminoacides non indispensables comprend glycocolle, alanine, serine, cys¬ 
teine, acide aspartique, asparagine, acide glutamique, glutamine, proline et 
tyrosine. Les aminoacides indispensables sont presentes ci-apres. 


1.2. Besoins qualitatifs 

Ds sont representes par les aminoacides indispensables et les vitamines. 

1.2.1. Aminoacides indispensables 

Ils sont au nombre de : 

- 8 chez I'adulte : valine, threonine, leucine, isoleucine, methionine, 
lysine, phenylalanine et tryptophane ; 

- 10 pendant la periode de croissance car histidine et arginine s'ajoutent a 
la liste precedente, n'etant fabriquees qu'en quantite insuffisante par nos cel¬ 
lules (arginine) ou par la flore bacterienne intestinale (histidine) d'ou nous l'ob- 
tenons par symbiose. 

Ces acides amines sont facilement apportes par les proteines animales de 
l'alimentation camee ou lactee, alors que les proteines de certaines cereales 
renfennentpen de tryptophane et de lysine. 

Des lors, dans les pays ou la ration alimentaire depend largement des farines 
de ces cereales, et dans la mesure ou il n'y a pas de supplementation par des 
proteines d'origine animale, de graves etats de deficience sont observes, de type 
kwashiorkor ou marasme, associant un deficit quantitatif a une insuffisance en 
aminoacides indispensables et en vitamines. 

1.2.2. Vitamines 

Le terme de vitamine designait toute substance azotee indispensable a la vie 
car non synthetisee par nos cellules et devant des lors etre apportee par l'alimen- 
tation. 

En realite on sait maintenant que de nombreuses vitamines sont depourvues 
d'azote (acide ascorbique ou vitamine C par exemple) et que des substances 
encore appelees vitamines sont en fait synthetisables par nos cellules, bien que 
parfois en quantite insuffisante (amide nicotinique ou vitamine PP par exemple, 
fabriquee en realite a partir de metabolites du tryptophane). 

Les progres de la dietetique, les connaissances sur nos besoins nutritionnels 
sont maintenant parvenus a bien cerner le besoin vitaminique. 

Rappelons qu'il necessite des vitamines dites liposolubles (vitamines A, D, E 
et K) et des vitamines hydrosolubles tres nombreuses (B,, B 2 , B & , H, Be, B ]2 , 
etc.). 
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2 . Digestion et absorption intestinale 

2.1. Digestion des proteines alimentaires 

La proteolyse digestive est realisee par des enzymes gastrique, pancreatiques 
etintestinales. 

On distingue des exopeptidases et des endopeptidases. 

- Les endopeptidases hydrolysent les liaisons peptidiques des proteines a 
l'interieur des chaines. Les principals endopeptidases sont: 

- la pepsine gastrique ; 

- la trypsine ; 

gi - la chymotrypsine pancreatiques. 

Ces enzymes sont secretees sous forme de proenzymes inactives puis activees 
dans l'intestin par des mecanismes divers (enterokinase, autocatalyse proteoly- 
tique, activation par la trypsine). L'activation in situ au niveau du pancreas est 
responsable de lesions graves comrne celles de la pancreatite aigue hemorra- 
gique. 

Leur specificite cl'action est differente. La plus etroite est celle de la trypsine 
qui hydrolyse specifiquement les liaisons peptidiques dans lesquelles sont enga¬ 
ges les COOH de l'arginine et de la lysine. 

Le resultat de la proteolyse par les endopeptidases est un melange tres 
complexe de peptides sur lesquels agiront les exopeptidases. 

- Les exopeptidases principals sont: 

- l'aminopeptidase qui libere l'acide amine situe en position N terminale, 

- la carboxypeptidase qui detache en revanche l'aminoacide du cote oppose 
c'est-a-dire COOH terminal. 

Ces deux enzymes ont une action recurrente, permettant l'hydrolyse complete 
de la plupart des peptides. Ainsi le resultat final de la proteolyse est un melange 
des vingt aminoacides courants des proteines et de quelques dipeptides non 
encore totalement hydrolyses. 


2.2. Absorption intestinale des acides amines 

Le melange d'aminoacides et de dipeptides subit un transport membranaire 
actifau niveau de la bordure en brosse, couple a l'absorption du Na" 1 ". Ce dernier 
sera chasse ulterieurement par le canal Na-K avec consommation d'energie. Les 
quelques dipeptides absorbes subissent une hydrolyse intracellulaire. 

Normalement tous les acides amines sont absorbes avant la valvule ileocae- 
cale et les composes azotes presents dans le colon proviennent du mucus, des 
secretions, des leucocytes et des cellules epitheliales desquamees. Leurs trans¬ 
formations sont effectuees par la flore bacterienne colique au cours de la putre¬ 
faction. 
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La degradation incomplete du gluten, principale proteine du ble, est respon- 
sable, chez certains enfants, de l'absorption puis du passage dans le sang de 
polypeptides qui entrainent l'apparition d'anticorps, creant des lesions de la 
muqueuse intestinale (atrophie villositaire), des troubles de l'absorption avec 
une diarrhee particuliere (selles « bouseuses »), puis des troubles generaux, un 
arret de la croissance ponderale, le tout caracteristique de la maladie coeliaque. 
Le traitement est preventif, par la suppression des farines de cereales de l'ali- 
mentation de l'enfant. 

La maladie coeliaque est aussi observee chez l'adulte. Le syndrome de malab¬ 
sorption et la diarrhee s'accompagnent volontiers d'osteomalacie ou d'anemie 
de carence. 


3. Utilisation metabolique 

Apres leur absorption dans l'intestin grele, les aminoacides gagnent le foie 
par la voie portale ou ils retrouvent une partie des acides amines issus de la des¬ 
truction physiologique des tissus sous faction de cathepsines. 

Leur destinee metabolique est alors variable. Certains servent a I'edification 
de proteines nouvelles, d'autres sont utilises pour faire du glucose et la fonction 
aminee doit etre detachee par desamination ou transamination. L'ammoniac qui 
en resulte aura son metabolisme propre (cf. chapitre 11 Constituants azotes non 
proteiques). 


3.1. Biosyntheses proteiques 

Le foie et tous les autres tissus utilisent le pool des aminoacides pour edifier 
leurs proteines. 

Ce pool est obtenu a partir des aminoacides alimentaires, des aminoacides 
issus du renouvellement permanent des proteines tissulaires et aussi des aminoa¬ 
cides non indispensables fabriques a partir de divers materiaux dont le glucose. 

Ainsi le foie est-il implique dans la genese des tres nombreuses proteines 
plasmatiques (toutes a Texception des immunoglobulines). 

Les operations de biosynthese obeissent aux regies classiques de la synthese 
des proteines, a savoir transcription des genes de structure de l'ADN sous 
forme d'ARN messagers, traduction du message nucleotidique en terme 
d'acides amines grace aux ribosomes et aux ARN de transfert positionnant 
l'aminoacide voulu a la place requise. 

Cette synthese des sequences primaires des proteines sera suivie par la glyco- 
sylation et la maturation des proteines dans Tappareil de Golgi, aboutissant aux 
structures secondaire puis tertiaire voire quaternaire des proteines. 
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3.2. Neoglucogenese 

L'utilisation de la chaine carbonee des aminoacides pour faire du glucose est 
tres classique et essentielle. Tous les aminoacides sont en effet glucoformateurs, 
a l'exception de la leucine, cetoformatrice stricte. C'est la neoglucogenese, prin- 
cipalement hepatique, stimulee par le cortisol et inhibee par l'insuline. 


4. Catabolisme et elimination azotee 

L'adulte sain sounds a un regime normal est en equilibre azote c'est-a-dire 
que les apports d'azote alimentaire, sous forme presque exclusivement de pro- 
teines alimentaires, (de 60 a 90 g par jour soit 10 a 12 g d'azote) et I'excretion 
totale d'azote sont identiques. 

Quelles sont la nature, l'origine et le mecanisme biochimique de I'excretion 
atee ? 


•LI. Excretion azotee 

R ile est faite de diverses composantes : 

- I'excretion fecale est relativement constante mais elle est faible : environ 1 
> a 2 g par jour. Elle s'eleve lors des syndromes de malabsorption de la maladie 
, coeliaque ou lors des insuffisances pancreatiques chroniques. 

I Elle s'abaisse au cours dujeune. 

- la deperdition azotee est minime par la desquamation cutanee, la coupe des 
cheveux et des ongles et la sueur. 

- I'elimination urinaire est preponderante. On y trouve en effet l'azote 
ureique qui represente 50 % de l'azote total urinaire, des traces de proteines, 
des aminoacides, de la creatinine, des sels ammoniacaux, de l'acide urique. 

Comprendre l'importance de I'elimination de l'uree, terme du metabolisme 
du radical NH 2 des acides amines est done fondamental. 

4.2. Origine de ^elimination azotee sous forme ureique 

E lle est double, associant le catabolisme des aminoacides alimentaires en 
x exces » et celui des aminoacides issus de la degradation endogene des pro¬ 
teines. 

Le processus general devant respecter l'equilibre entre entrees et sorties, deux 
ktheories se sont, un temps, affrontees. 
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4.2.1. Theorie de I'usure et de la degradation 

L'exces d'acides amines alimentaires est immediatement elimine sous forme 
d'uree et represente la part exogene de l'elimination. 

La part endogene correspond a la fraction detruite des proteines « usees » 

par les cathepsines cellulaires. 

Cette theorie est restee longtemps classique. Elle n'est plus en fait maintenant 
applicable que dans un cas bien particulier, celui de l'hemoglobine qui, enfermee 
dans son sac globulaire, echappe au renouvellement permanent et est detruite au 
bout d'environ 120 jours lorsque l'erythrocyte arrive au terme de sa vie. 


Part 

Exogene 


Apports 


Urines 


Elimination 


Part 

Endogene 


Tissus 


Figure 8.1 • Representation schematique du metabolisme azote dans la theorie de 
«I'usure et de la degradation ». 


4.2.2. Theorie du metabolisme azote permanent 

Le renouvellement permanent des proteines implique qu'il y ait une scission 
continue des proteines plasmatiques ou cellulaires, meme s’il y a un excedent 
d'apport proteique alimentaire. 
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Apports Urines 



Figure 8.2 • Theorie du renouvellement permanent. 

L'hydrolyse et le renouvellement continus ne correspondent pas, bien 
entendu, a une usure des molecules mais a une destruction permanente suivie de 
reconstruction. 

Selon ce mecanisme, la fraction eliminee est issue du pool des aminoacides, 
fond commun a partir duquel s'effectuent aussi bien les syntheses que les cata- 
bolismes. 

Toutes les proteines de l'organisme repondent a ce schema a l'exception 
de l'hemoglobine, comme deja indique ci-dessus. 

Toutefois ce pool d"aminoacides ne represente pas une reserve. II n'y a pas, 
chez l'adulte, de mise en reserve d'azote, a la difference des reserves gluci- 
diques (glycogene) ou surtout lipidiques (triglycerides du tissu adipeux). 

Un bilan azote positif sera note seulement au cours de la croissance du sujet 
jeune et chez la femme au cours de la grossesse, alors qu 'un bilan negatif sera 
observe quand les pertes depasseront les apports, en particulier lors du jeune, 
des syndromes de malabsorption, des hypercatabolismes proteiques (fievre, 
infection, traumatismes, brulures etendues). 
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4.3. Catabolisme du radical amine des aminoacides 

Le mecanisme biochimique de la production d'uree procede de deux ele¬ 
ments : 

- la desamination des aminoacides, directe ou indirecte au travers de la 
transamination avec formation d'ammoniac. 

- l'integration de cet ammoniac dans la molecule d'uree par les reactions 
hepatiques de I'ureogenese (cf. chapitre 11). 

4.3.1. Desamination des acides amines 

Tous les aminoacides sont concernes, la liberation d'ammoniac laissant la 
chaine carbonee disponible pour la neoglucogenese. 

► DESAMINATION OXYDATIVE 

Fi le concerne theoriquement tous les aminoacides grace a l'enzyme tres 
generate qu'est la L-aminoacide deshydrogenase. En realite cette enzyme est 
peu active et la desamination oxydative s'applique done essentiellement a 
l'acide glutamique, activement desamine par sa deshydrogenase specifique (L- 
glutamodeshydrogenase) qui le transforme en acide a ceto-glutarique. 

Celui-ci est aussi implique dans les reactions de transamination qui permet- 
tent a tous les autres aminoacides de lui ceder leur groupement amine, ce qui le 
transforme en acide glutamique, alors facilement desamine. 

Des lors directement mais surtout indirectement au travers de la transamina¬ 
tion, tous les acides amines peuvent liberer leur radical NH 2 , qui est ensuite 
transforme en NH 3 , dissimule sous forme de glutamine. 

► AUTRES TYPES DE DESAMINATION 

11 s'agit de processus biochimiques particuliers pour divers aminoacides : 

- desamination deshydratante pour les aminoacides hydroxyles serine et 
threonine; 

- desamination desulfurante pour cysteine et homocysteine issue de la 
methionine ; 

- desamination desaturante pour Vhistidine. 

Le resultat est partout identique, car l'ammoniac libere est immediatement 
detoxique sous forme de glutamine, agent de transport et d'utilisation de l'am- 
moniac, a cote de son role plastique de constituant des proteines (car e'est un 
des 20 aminoacides des proteines). 

4.3.2. Ureogenese hepatique 

Le cycle de I'ureogenese est destine a integrer sous forme d'uree deux mole¬ 
cules d'ammoniac (apportees par la glutamine et liberees par la glutaminase) et 

une molecule de gaz carbonique. 
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Le processus metabolique, represente sur la figure 11.1, fixe la premiere 
molecule d'ammoniac et le C0 2 , sous forme de carbamyl-phosphate qui 
s'integrera a l'omithine pour produire de la citrulline. 

Celle-ci recevra une deuxieme molecule d'ammoniac, en realite apportee 
sous forme d'acide aspartique, pour former l'arginine, alors specifiquement et 
tres activement hydrolysee par Varginase hepatique en uree et ornithine, prete 
aredemarrer le cycle. 


\ 5. Regulation hormonale 

L'ensemble du metabolisme azote est soumis a des facteurs de regulation soit 
favorables (anabolisants) soit defavorables (catabolisants). 

5.1. Facteurs anabolisants 

fls favorisent, comme leur nom l'indique, la biosynthese des proteines et ten- 
dent a entrainer un bilan azote positif. 

Ces facteurs sont tres nombreux et l'on peut distinguer des facteurs hormo- 
inaux et des facteurs de croissance. 

5.1.1. Facteurs hormonaux 
15.7.7.7. Insuline 

R ile freine la neoglucogenese et favorise la biosynthese proteique en augmen- 
tant la production energetique d'origine glucidique, en facilitant aussi l'incorpo- 
ration directe des aminoacides dans les chaines proteiques en cours d'edification 
sur les ribosomes. 

5.1.1.2. Hormone de croissance 

Elle stimule la biosynthese des proteines, la croissance et le developpement 
tissulaires, provoquant ainsi une retention azotee et un bilan azote positif. 

p.1.1.3. Androgenes 

Les hormones males sont tres classiquement de puissants agents anabolisants. 
Elies entrainent une stimulation generate de la biosynthese des acides 
nucleiques et des proteines, exerqant en particulier une action trophique tres 
nette sur les muscles squelettiques (utilisation sportive lors du dopage) et la 
matrice proteique de l'os (utilisation therapeutique dans l'osteoporose senile). 

Comme toutes les hormones androgenes, les produits de synthese ou anaboli¬ 
sants ont toutefois conserve une part de Taction virilisante, ce qui est souvent 
genant au cours des utilisations therapeutiques chez la femme. 



196 


Biochimie clinique 


5.1.1.4. (Estrogenes 

Leur action isolee est difficile a mettre en evidence puisque c'est surtout l’as- 
sociation oestroprogestative qui est impliquee dans le developpement des cel¬ 
lules de la sphere genitale. Cependant la survenue de l'osteoporose post-meno- 
pausique montre bien l'influence favorable des oestrogenes sur la trophicite de la 
trame proteique de l'os. 

5.2.2. Facteurs de croissance et cytokines 

De connaissance recente, ces facteurs, reconnus par des recepteurs membra- 
naires specifiques, s’adressent au metabolisme cellulaire. Ils stimulent (ou par- 
fois depriment) le metabolisme proteique par le biais d'actions nucleates 
declenchant diverses reponses cellulaires ou diverses productions enzymatiques 
aboutissant finalement a une stimulation generate du metabolisme cellulaire. 

Leur nombre s'accroit chaque jour grace aux connaissances permises par les 
progres du genie genetique, de meme que leur mecanisme d'action se precise 
petit a petit. 

Ainsi par exemple les cytokines du groupe des interleukines sont secretees 
par les mastocytes en reponse a la fixation d'lgE sur des recepteurs specifiques 
de haute affinite ou bien a la suite d'une stimulation non immunologique induite 
par des ionophores pour le calcium. Les proprietes proinflammatoires de cer- 
taines de ces cytokines sont bees a la production de substances declenchant l'in- 
flammation, a l'induction de molecules d'adhesion a la surface des cellules 
endotheliales, au chimiotactisme et peuvent declencher une reaction de type 
allergique qui pourra, elle-meme, etre autoentretenue. 

5.2. Facteurs catabolisants 

5.2.1. Glucocorticoides 

Cortisol, cortisone et cortisoniques de synthese (corticoldes) accelerent le 
catabolisme protidique. Ils provoquent une fuite urinaire azotee, augmentent la 
neoglucogenese et rendent done la balance azotee negative. 

De plus ils inhibent l'incorporation des aminoacides dans les chaines en cours 
de biosynthese. 

Leur action est particulierement nette au niveau de la peau, tres amincie, au 
niveau de l'os avec osteoporose grave, ou au niveau des muscles avec atrophie, 
lors des hypercorticismes ou des syndromes de Cushing iatrogenes. 

5.2.2. Hormones thyroidiennes 

R iles augmentent le catabolisme azote comme elles stimulent tous les metabo- 
lismes. Ainsi l'amaigrissement est-il un des signes cardinaux de l'hyperthyroldie. 
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Les proteines represented la plus grande partie des matieres solides du 
plasma. En dehors du fibrinogene, proteine fibreuse, ce sont toutes des proteines 
globulaires. Seule la serum-albumine est une holoproteine, toutes les autres 
etant des heteroproteines pouvant contenir des lipides (lipoproteines), des 
rnetaux (metalloproteines) et surtout des glucides, la plupart des proteines plas¬ 
matiques sont en effet des glycoproteines. 

Leurs proprietes sont tres variables : transporteurs, anticorps, enzymes, agents 
de pression oncotique, marqueurs de l'inflammation, marqueurs tumoraux, 
agents de la coagulation, facteurs de croissance, etc... mais il faudra differencier 
les proteines toujours presentes dans le plasma, elements constitutifs de celui-ci 
etcelles, d'origine cellulaire, n'y apparaissant que transitoirement. 


Principales proteines plasmatiques 

A. Serum-albumine 

Representant 55 a 60 % de l'ensemble des proteines du plasma, c'est le 
constituant majeur des proteines circulantes. 

Son poids moleculaire est 69 000 Da. C'est une molecule relativement stable, 
contenant 564 amino-acides, repartis sur une seule chaine peptidique. La fonc- 
tion thiol libre d'une cysteine lui confere une reactivite particuliere. 

Elle est le principal agent de la pression oncotique et joue un role tres impor¬ 
tant de transporteur : transport de bilirubine, d'acide gras, de medicaments, 
d'hormones thyroidiennes 
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R ile est facile a doser par des methodes colorimetriques, immunologiques ou 
par electrophorese a condition de disposer de la protidemie totale. 

Les taux normaux sont de 40 a 50 g/I soit 0,5 a 0,7 mmolll. 

Ses variations pathologiques seront uniquement des hypoalbuminemies 
(cf. paragraphe 3) car les hyperalbuminemies ne sont rencontrees que dans les 
syndromes, transitoires, d'hemoconcentration. 

1.2. Glycoproteines 

1.2.1. Proteines de transport 

En dehors de la serum-albumine, de nombreuses proteines ont dans le plasma 
un role de transport. Seront decrites ou rappelees ici, a titre d'exemples, la trans- 
ferrine, la ceruleoplasmine, la transcortine. 

1.2.1.1. Transferrine 

Le fer serique est transports par cette p-globuline, (cf. chapitre 4), normale- 
ment saturee seulement au tiers de ses possibility d'accueil. 

II existe plusieurs types genetiques de transferrine, comme l'a montre l'elec- 
trophorese en gel d'amidon ou de polyacrylamide. 

Le dosage par immunoprecipitation en milieu liquide ou par immunodiffu¬ 
sion radiale est facile et la transferrine fait le plus souvent partie des « profils 
proteiques plasmatiques ». 

Les taux usuels sontde 1,5 a 3 g/l. 

En raison de sa taille (poids moleculaire 90 000 d), la siderophiline apparait 
rapidement dans l'urine, apres l'albumine, dans les syndromes nephrotiques 
expliquant l'anemie hypochrome observee souvent dans ces cas. 

La transferrinemie est egalement diminuee dans 1'intoxication ethylique 
chronique, ou l'on trouve classiquement les signes biologiques suivants : eleva¬ 
tions de la gamma-GT, du VGM et des Ig A, diminution par contre de la serum- 
albumine et de la transferrine. Le rapport Ig A/transferrine s'eleve au-dela de sa 
valeur normale de 1,2 a 1,5. L'elevation de la transferrine deficiente en acide 
sialique (carbohydrate deficient transferrin ou CDT des anglo-saxons) semble 
etre actuellement le meilleur marqueur de l'alcoolisme chronique. 

1.2.1.2. Ceruleoplasmine 

Riche en cuivre, ce qui lui donne et sa couleur bleue et son nom, cette a2 gly- 
coproteine est en fait une oxydase dans laquelle le cuivre est un cofacteur. 

Elle augmente au cours des etats inflammatoires, de la grossesse, des traite- 
ments oestrogeniques. Ces variations, cependant, ne presentent pas suffisamment 
d'interet pour inclure la ceruleoplasmine dans les « profils proteiques ». 

La variation la plus spectaculaire s'observe dans la tres rare maladie de Wil¬ 
son oil le taux est tres diminue, expliquant que le cuivre plasmatique soit fixe, 
de maniere labile, sur la serum-albumine qu'il pourra quitter pour aller se depo¬ 
ser dans les noyaux gris centraux, le foie, la cornee (cf. chapitre 5). 
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1.2.1.3. Transcortine 

C'est une a ( -globuline de poids moleculaire 56 000 d fixant le cortisol avec 
une grande affinite. Elle est done comme la SBP (sex binding protein) fixant les 
androgenes, la DBP (yitamin D binding protein) ou la retinol binding protein, 
un transporteur particulier d'hormones lipidiques ou de produits proches. 

Sa concentration normale est voisine de 70 mg/l. 

Elle augmente, classiquement, dans la grossesse et les traitements androge- 
niques ou oestrogeniques. 

Des deficits congenitaux ont ete decrits, lies au chromosome X. 

7.2.2. Antiproteases 

On range dans ce groupe une famille de proteines ayant des proprietes inhibi- 
trices vis-a-vis des proteases diverses circulant dans le plasma. Celles-ci sont 
tres nombreuses : la trypsine, la chymotrypsine, la plasmine, la thrombine, 
l'elastase, la collagenase et d’autres enzymes hydrolytiques liberees par les 
polynucleaires sont en effet susceptibles d'apparaitre dans le plasma. 

i 

£ 

1.2.2.1. Anti-protease ou aj-antitrypsine 

E lle est en realite capable d'inhiber bien d'autres serine-proteases que la tryp¬ 
sine, ce qui explique le nom actuel de cette proteine. C'est une glycoproteine de 
petite taille, ayant une demi-vie breve (5 jours). Elle est un inhibiteur puissant 
des diverses enzymes proteolytiques pouvant etre deversees dans le plasma 
par des tissus ou par des cellules circulantes comme les polynucleaires. On 
comprend ainsi son augmentation au cours des etats inflammatoires oil de nom¬ 
breuses enzymes, en particulier lysosomiales, sont relachees. 

Le polymorphisme genetique de 1’tXj -antiprotease est responsable de plu- 
sieurs formes moleculaires, individualisables a l'electrophorese en gel d'amidon 
ou de polyacrylamide. En effet divers genes alleles sont impliques dans la bio- 
synthese et sont responsables d'un grand nombre de phenotypes. Ainsi l'allele 
M, le plus frequent, entrainera un phenotype MM chez l'homozygote et divers 
phenotypes heterozygotes. L'allele Z conduit parfois a des homozygotes ZZ 
dont le taux plasmatique est beaucoup plus bas. 

Par techniques immunologiques, le taux normal est de 2 a 4 g/l. 

Ilya cependant des variations liees au phenotype. 

Des variations pathologiques sont notees : 

- au cours de I'inflammation oil le taux est banalement augmente ; 

- les diminutions, par contre, sont plus interessantes car genetiques ou 
acquises. Elies interessent la pathologie pulmonaire et hepatique. 

Au cours de bronchopneumopathies et d'emphysemes, des deficits tres 
importants en a j-antitrypsine ont ete observes. Ils frappent surtout les pheno¬ 
types ZZ, SS, 00 et sont particulierement frequents en Suede oil un depistage 
systematique a ete instaure. 
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La structure des parois alveolaires est degradee par les enzymes proteoly- 
tiques des leucocytes, des macrophages et des plaquettes et remplacee par un 
tissu fibreux non fonctionnel pour les echanges gazeux et dont l'elasticite est 
quasi nulle. 

Au cours de cirrhoses infantiles, observees chez des homozygotes ZZ, on 
trouve, a la ponction-biopsie hepatique, une accumulation d’a,-antitrypsine 
depourvue d'activite antiproteasique, responsable de la destruction des cellules 
et de leur remplacement par du tissu fibreux, expliquant la cirrhose et l'ictere 
neonatal. Le pronostic est evidemment tres sombre et l'emphyseme n'a pas le 
temps de se developper. 

Chez l'adulte, une association emphyseme, ciiThose et deficit en a j -antipro¬ 
tease a aussi ete observee. 

Au cours des enteropathies exsudatives, la perte digestive de proteines peut 
etre objectivee par l'etude de l'elimination de l'Qq-antiprotease. Son dosage 
dans les selles et dans le plasma permet de calculer une veritable clairance 
digestive de cette proteine. 

1.2.2.2. a 2 -macrobuline 

Comrne son nom l'indique, c'est une volumineuse glycoproteine de poids 
moleculaire 750 000 Da, formee par plusieurs subunites reunies par des ponts 
disulfure. 

Elle se combine aux diverses enzymes proteolytiques circulantes (plasmine, 
collagenase, trypsine et a chymotrypsine, proteases bacteriennes et proteases 
leucocytaires). Elle pourrait ainsi limiter les effets nefastes de la reaction 
inflammatoire en inhibant les enzymes lysosomiales deversees. 

Le dosage immunologique est facile. Les valeurs de reference sont: 2 a 
3,5 g/l. 

Les variations pathologiques sont surtout en « hyper » : 

- augmentation dans les syndromes nephrotiques liee a une synthese 
hepatique accrue et a une retention (partielle) du fait qu'elle ne franchit pas faci- 
lement la membrane glomerulaire pathologique. Ainsi se comprend l'augmenta- 
tion de la fraction electrophoretique a 2 dans les syndromes nephrotiques, 
accompagnant et contre-balanqant peut-etre la baisse importante de l'albumine 
et de nombreuses autres protetines ; 

- augmentation dans 1'inflammation aigue, moins nette toutefois que celle 
de l'orosomucoide, de l'haptoglobine ou de la CRP. 

1.2.3. Immunoglobulines 

Autrefois appelees « "y-globulines » du fait de leur migration electrophore- 
tiques majoritairement en zone -y, les immunoglobulines sont le support de l'im- 
munite humorale, sous forme d'anticorps. 

Les cellules qui fabriquent les anticorps sont les plasmocytes et les lympho- 
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plasmocytes, tous issus des lymphocytes B et pouvant se developper a partir 
d'une seule cellule souche pour former un clone lorsque un antigene a ete 
detecte et phagocyte par les macrophages. 

Les immunoglobulines sont tres heterogenes, pouvant etre classees en 5 classes 
differentes, objectivees a l'immunoelectrophorese et definies par la structure de 
l'une de leurs chaines, la chaine lourde (isotypie). 

On distingue ainsi : les Ig G avec chaine lourde Y, 
lesIgA - - a 

lesIgM - - 

lesIgD - - 8 

les Ig E - - e. 

Les trois premieres sont quantitativement les plus importantes. 

W.2.3.1. Structure generate 

Toutes les immunoglobulines ont un motif commun constitue de 4 chaines 
polypeptidiques, identiques deux a deux (figure 9.1). 

Les chaines dites legeres ont un poids moleculaire de 22 000 Da, alors que les 
plus lourdes ont 50 000 d. Ces chaines sont reunies entre elles par des ponts 
disulfure et la coupure qu'elle subissent lors de l'hydrolyse par la papaine 
entraine l'apparition des fragments Fab et Fc bien classiques maintenant. La 
presence de glucides aboutit finalement a un poids moleculaire de 150 000 Da. 
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Figure 9.1 • Structure schematique du motif elementaire des immunoglobulines. 


Les fragments Fab sont capables de fixer l'antigene, ce que ne fait pas le frag¬ 
ment Fc, qui tient cependant sous sa dependance la fixation du complement. 
Chaque chaine lourde est constitute de deux parties : 
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- une partie constante (c), definissant I'isotypie, dont la sequence en aminoa- 
cides est identique, pour la meme espece, dans toute molecule d'immunoglobu- 
line de la meme classe (sous reserve de l'existence d'allotypes Gm ou Inv) et 

- une partie variable (v), responsable de Vidiotypie, dont la sequence est 
adaptee a chaque antigene, permettant sa reconnaissance specifique. 

Les chaines legeres ont seulement deux types de sequence appeles kappa (K) 
et lambda (X) qui s'associent avec toutes les varietes de chames lourdes. Le type 
K predomine. 

1.23.2. Structures particulieres 

Les immunoglobulines G sont sous forme monomerique (poids moleculaire 
150 000 Da). Leurs chames lourdes sont constitutes par 4 sous-classes yi, 72, 
y3, et y4. 

Les immunoglobulines A sont presentes dans le plasma et dans les liquides de 
secretion des cellules epitheliales. Dans le plasma, elles sont sous forme mono¬ 
merique traditionnelle alors que dans les secretions elles sont generalement 
unies (figure 9.2) a une glycoproteine appelee « piece secretoire » de poids 
moleculaire 58 000 Da. De plus, une autre glycoproteine « la chaine J » peut 
aussi se fixer sur Fig A, provoquant alors sa dimerisation. 

Les Ig M ou macroglobulines sont polymerisees, associant generalement 
5 subunites monomeriques unies entre elles par une chaine ./. Leur poids mole¬ 
culaire atteint ainsi 800 000 ou 1 000 000 Da. 




Figure 9.2 • Structures schematiques d'une Ig A (a gauche) et d'une Ig M (a droite). 
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1.2.3.3. Taux normal des immunoglobulines 

Ds varient selon l'age, les Ig G chutant rapidement apres la naissance pour 
remonter progressivement, comme Ig M et Ig A, a partir de la 4 e semaine. Des 
I taux constants sont obtenus a environ 4 ans. 

Chez l'adulte les valeurs de reference sont les suivantes (tableau 9.1) : 


Tableau 9.1 • Concentrations moyennes des immunoglobulines seriques 


h 

IgG 

IgA 

IgM 

IgD 

IgE 

Bhux 

8 a 12 

2a4 

0,6 ai,2 

0,1 a 0,3 

0,1 a 0,5 


‘ 1.2.4. Microglobulines 

On trouve en zone otj et (3 2 de l'electrophorese des proteines de faible poids 
moleculaire dont la p 2 -niicroglobuline est, dans le serum, le representant le 
plus notable. 

Glycoproteine de 12 000 d, elle est produite par les cellules nucleees de l'or- 
ganisme. Elle fait partie du complexe d'histocompatibilite majeur de la classe I, 
compose de proteines de membrane cellulaire, en particulier au niveau des lym¬ 
phocytes, en tant que chaines legeres des antigenes HLA. 

Apres son relargage des membranes, pour des raisons inconnues, la proteine 
est facilement filtree au niveau du glomerule du fait de sa petite taille et elle est 
ensuite totalement reabsorbee par le tubule renal. 

Le taux plasmatique normal est de 1,2 a 2 mg/1. 

Le taux urinaire, normalement faible, augmente dans les tubulopathies et son 
dosage urinaire est aussi utile pour la surveillance des greffes renales. 

Dans le plasma l'elevation de son taux est observee dans l'insuffisance renale 
et dans divers cancers. 

E lle augmente, en dehors de toute atteinte renale, lors de Yactivation lympho- 
cytaire (syndromes lymphoproliferatifs; SID A). 

Elle s'accumule dans les tissus lors de l'amylose observee chez les dialyses 
au long cours dans l'insuffisance renale chronique. 


13. Marqueurs d'une pathologie cellulaire 

1.3.1. Proteines de I'inflammation 

Un certain nombre de proteines plasmatiques voit leur taux augmenter forte- 
ment et de maniere non specifique au cours des etats inflammatoires. On les 
appelle « proteines de la phase aigue ». Leur elevation est due a une augmenta- 
ition de synthese hepatique, mediee par l'interleukine 1, qui n'a pas de retentis- 
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sement sur la proteinemie totale. Cette elevation est liee a un tropisme particu¬ 
lar de ces proteines pour le foyer inflammatoire mais ne peut avoir de valeur en 
terme de diagnostic etiologique. 

Cependant elles permettent de suivre revolution de la maladie inflammatoire. 
Ainsi le dosage de ces proteines peut-il quantifier, voire automatiser la determi¬ 
nation de la vitesse de sedimentation globulaire, (VS) si utilisee en France. 

La VS est mesuree grace a un tube d'environ 25 cm de hauteur, rempli de 
sang citrate et done incoagulable, maintenu verticalement. Au bout d'une heure, 
la hauteur de la colonne plasmatique est mesuree avec un decimetre. Elle repre¬ 
sente la sedimentation des globules rouges sous l'influence de la gravite et elle 
est normalement < 5 mm. 

Toute augmentation, en dehors d'une anemie, est habituellement le fait d’une 
inflammation ou d'un cancer (VS souvent > 100 mm), ce qui lui donne une 
valeur de depistage grassier interessante. 

F ile est cependant non specifique, peu sensible. Les facteurs diminuant la VS 
sont la polyglobulie, la macrocytose, l'hypoproteinemie. Au contraire, l'anemie, 
la microcytose, la presence de proteines monoclonales l'augmentent. Nean- 
moins, elle est simple a realiser et peu couteuse et reste done tres populaire pour 
les medecins franqais. 

1.3.1.1. Orosomucoide 

C'est une proteine a,, de faible poids moleculaire (40 000 Da) tres riche en 
sucres et en acide sialique, ce qui lui a confere aussi le nom de glycoproteine 
acide a 1. 

Sa concentration normale varie entre 0,6 et 1,2 g/L 

R ile s'eleve fortement dans les etats inflammatoires, en particulier au cours 
du rhumatisme articulaire aigu de l'enfant ou maladie de Bouillaud, dans 
lequel 1'evolution favorable etait suivie par la baisse progressive du taux d'oro- 
somucoi'de. 

1.3.1.2. Haptoglobine 

Capable de fixer l'hemoglobine, d'ou son nom, cette proteine a 2 (Hp) est une 
glycoproteine tres riche en sucres, constitute dans sa forme monomere la plus 
simple de quatre chames polypeptidiques 2 a et 2 P. Les chames (3 sont iden- 
tiques chez tous les individus, alors que les chames a different car trois genes 
distincts peuvent les coder. Ainsi y a-t-il des formes monomeres et des formes 
polymeres a transmission genetique. 

La fixation d'hemoglobine entrame la formation d'un complexe FIb-FIp qui a 
la particularite d'avoir une action enzymatique, de type peroxydasique, mise a 
profit pour le depistage du sang sur les bandelettes urinaires ou dans les 
matieres fecales. 
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Par dosage immunologique, (immunoprecipitation en milieu liquide avec 
mesure de la dispersion d'un faisceau laser), le taux varie entre 0,5 et 1,5 g/l. 

Les variations pathologiques observees sont : 

- abaissement, voire effondrement dans les hemolyses, particulierement 
utile lors des hemolyses discretes ; 

- elevation dans les etats inflammatoires, frequente et banale car l'hapto- 
globine est un marqueur tres sensible de l'inflammation non specifique. Le taux 
d'haptoglobine peut s'elever jusqu'a 10 g/l mais n'a ni valeur diagnostique ni 
pronostique. Ici encore l'interet est essentiellement lie a la surveillance de l'evo- 

i lution du syndrome inflammatoire. 

r 

1.3.1.3. Proteine C reactive (CRP) 

Glycoproteine de poids moleculaire 120 000 Da, formee par l'union de 5 sub- 
I unites identiques, cette proteine porte son nom en raison de sa propriete de pre- 
cipiter au contact du polysaccharide C du pneumocoque. 

C'est un marqueur tres precoce de l'inflammation (tableau 9.2), s'elevant 
Idans les 2 a 4 heures apres le debut du processus inflammatoire. 


Tableau 9.2 • Principals proteines de la phase aigue 


Poids moleculaire Valeurs usuelles Delai d'apparition 
(Da) (/l) (heure) 


CRP 

120000 

<0.006 

2a4 

SAA 

12000 

<0.01 

4a6 

OROSO 

40000 

0.6a 1.2 

24a48 

HAPTO 

86000 

0.5 a 1.5 

id 

FIBRINOGENE 

3 4 0 000 

2,5 a 3.5 

id 

CERILEO 

132000 

0.2 a 0.4 

id 

al ANTIPROTEASE 

54 000 

2 a 4 

id 


Elle a, par ailleurs, un role d'activation du complement, de facilitation de la 
phagocytose des bacteries et de modulation de la multiplication des lympho¬ 
cytes T. 

Du fait de sa demi-vie tres courte (24 heures), la CRP est aussi un temoin pre¬ 
coce de l'efficacite therapeutique, lors d'une antibiotherapie par exemple. 

Le taux normal varie de 0 a 6 mg/l. 

Les elevations de la proteine C reactive sont observees : 

- dans tous les etats inflammatoires ou l'augmentation precede celles de 
l'orosomucolde et de l'haptoglobine (2 a 3 jours) et du fibrinogene (apres 
13jours); 
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- dans les infections bacteriennes neonatales, renseignant sur l'efficacite 
de l'antibiotherapie ; 

- dans la surveillance post-operatoire oil la CRP s'eleve systematiquement 
apres l'intervention chirurgicale et atteint son pic en 2 a 3 jours. Si sa concentra¬ 
tion serique continue a s'elever au 4 e jour, il faut craindre une complication 
infectieuse. 

1.3.1.4. Fibrinogene 

Destine essentiellement a se transformer en fibrine et a former le caillot au 
cours de la coagulation, le fibrinogene est aussi une proteine de la phase aigue 
dont le taux augmente au cours des syndromes inflammatoires. C'est une glyco- 
proteine constitute de 6 chaines peptidiques 2 a 2 identiques, de poids molecu- 
laire 330 000 Da. II est synthetise dans le foie essentiellement et aussi, faible- 
ment, par les megacary ocytes. 

Le dosage est effectue soit par methode immunologique (immunodiffusion 
radiale ou immunoprecipitation) soit par methode de mesure de sa transforma¬ 
tion en fibrine sous l'influence de la thrombine. Le temps de coagulation d’un 
plasma dilue est en effet proportionnel a la concentration en fibrinogene, pour 
une zone donnee de concentration. La calibration de ce dosage est cependant 
delicate. 

Les valeurs de reference chez I'adulte sont2,5 a 3,5 g/l. 

L'interet du dosage du fibrinogene sera done mixte, dans tout processus 
inflammatoire, oil son elevation accompagnera celle de la VS et des autres 
marqueurs proteiques et en hemostase, oil le temps de thrombine explore plus 
particulierement la fibrinoformation. 

1.3.1.5. Serum amyloide Aproteine 

La serum amyloide A proteine ou SAA est la plus petite des proteines de la 
phase aigue (poids moleculaire 12 000 Da). 

Ril e apparait precocement dans toute inflammation aigue. 

1.3.2. Marqueurs tumoraux 

Les marqueurs biologiques des cancers sont des molecules fabriquees par les 
cellules tumorales et presentes dans la circulation sanguine. 

La transformation maligne de nombreuses cellules s'accompagne de l'acti- 
vation d'oncogenes ou de proto-oncogenes declenchant la biosynthese de 
proteines dites « transformantes », enzymes de type proteine-kinases, facteurs 
de croissance pouvant alors expliquer a leur tour le developpement anarchique 
du cancer. C'est le cas de l'oncogene V-erb-B codant le recepteur membra- 
naire de l’EGF (epidermal growth factor), ou du gene p53 codant une proteine 
s'accumulant dans les cellules tumorales et detectable par immuno-histochi- 
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Ailleurs la multiplication cancereuse entraine une production hormonale 
susceptible d’etre reconnue comme moyen de diagnostic : forte elevation de la 
gonadotrophine chorionique HCG dans les choriocarcinomes, de la serotonine 
dans les tumeurs carcinoides du grele, de l'hormone anti-diuretique ADH dans 
les cancers bronchiques a petites cellules, responsable du syndrome de 
Schwartz-Bartter. 

Enfin parfois la transformation neoplasique est associee a la reactivation de 
genes codant pour des proteines qui sont normalement absentes ou presentes 
a de tres faibles taux a l'etat normal. C'est le cas, par exemple, de l’antigene 
carcinoembryonnaire ACE, de l'a-foetoproteine AFP, appeles des lors antigenes 
« oncofoetaux ». 

Tous ces marqueurs permettent au laboratoire qui les dose de participer au 
diagnostic ou surtout a la surveillance de revolution des cancers en cause. 

Bien sur le marqueur tumoral ideal n'existe pas car cette substance devrait 
avoir les proprietes suivantes : fabriquee par la tumeur elle-meme, elle devrait 
permettre le diagnostic, l'appreciation de la masse tumorale, son extension 
metastatique eventuelle, et aussi l'apport de substances therapeutiques locale - 
ment (immunotherapie par anticorps monoclonaux diriges contre cette sub¬ 
stance). 

Nous decrirons quelques marqueurs d'utilisation courante (tableau 9.3). 


Tableau 9.3 • Interet clinique de quelques marqueurs tumoraux. 


Marqueur 

Normalite 

Cancer 

Diagnostic 

Pronostic 

Suivi 

AGE 

< 7 pg/1 

Colon 

0 

+ 

++ 

AFP 

< 10 pg/1 

Foie 

+ 

++ 

+++ 

PSA 

< 4 pg/1 

Prostate 

+/- 

+ 

+++ 

£A 15-3 

25 U/ml 

Sein 

0 

+ 

++ 

£A 125 

< 35 U/ml 

Ovaire 

0 

+ 

++ 

CA19-9 

< 35 U/ml 

Pancreas 

0 

+++ 


hCG 

< 0,4 pg/1 

Testicule 

++ 

++ 

+++ 


13.2.1. Antigene carcinoembryonnaire 

L' antigene carcinoembryonnaire (ACE) est une glycoproteine presente dans 
le foie, l'intestin et le pancreas foetal au cours des premiers mois de la grossesse. 
Cet antigene oncofoetal a ete mis en evidence d'abord dans les cancers du colon, 
grace a des anticorps monoclonaux, puis dans d'autres tissus normaux ou son 
taux reste cependant tres faible. 

Le dosage est possible par methode immunologique, avec marqueur isoto- 
pique aussi bien qu'avec marqueur froid, enzymatique par exemple. 

Les taux normaux varient avec la technique utilisee. 
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Ils sont habituellement <7 pg/l. 

L'interet clinique n'est pas le diagnostic des cancers du colon ou du sein 
mais la surveillance therapeutique et pronostique chez un patient determine. 
Dans le cancer du colon, le taux preoperatoire de FACE une valeur pronostique, 
des taux eleves laissent soupconner une recidive apres la resection chirurgicale, 
d'autant plus rapidement que le taux est plus eleve. 

L'ACE n'a aucun interet en depistage de masse. 

1.3.2.2. a-fcetoproteine 

L'alpha-fcetoproteine (AFP) est une glycoproteine du serum foetal disparais- 
sant dans les semaines qui suivent la naissance. 

Les methodes de dosage immunologique sont nombreuses par precipitation, 
technique radio-isotopique ou par marqueur non isotopique. 

La limite superieure de la normale est comprise entre 10 et 20 /J/l. 

L'interet de l'AFP vient de son elevation dans un grand nombre de carci- 
nomes hepatocellulaires pour lesquels, associee a Fechographie, elle sera un 
bon element de diagnostic, confirme bien sur par l'histologie apres ponction 
biopsie. 

Ce n'est pas toutefois un marqueur precoce et son role dans le suivi de Invo¬ 
lution apres exerese est done encore plus important. 

II faut noter cependant que l'hepatocarcinome est rare en Europe, mais fre¬ 
quent en Afrique de FEst, et que dans notre pays les cas de cancers primitifs du 
foie sont rares, limites aux adenocancers sur cirrhose. 

L'AFP est aussi un marqueur interessant des tumeurs testiculaires oil il est 
augmente, avec hCG et p hCG, dans 70 % des tumeurs germinales en dehors 
des seminomes. Dans ces cas, les marqueurs ont un grand role diagnostique car 
depistees precocement, ces tumeurs ont un pronostic favorable. 

Enfin en pathologie obstetricale, FAFP est utilisee comme marqueur d'ano- 
malies du developpement du tube neural du foetus (spina bifida, anencephalie 
par exemple). 

1.3.2.3. Antigene specifique de la prostate (PSA) 

Produite dans les cellules epitheliales de la prostate, cette proteine ou « pros¬ 
tate specifie antigen » ou PSA, de poids moleculaire 33 kDa appartient au 
groupe des kallicreines. Elle est abondante dans le liquide seminal. C'est une 
protease, exerqant des fonctions enzymatiques de type trypsine et chymotryp- 
sine-like. Elle n'offre aucune parente ni physiologique ni biochimique avec les 
phosphatases acides prostatiques qui ne sont plus utilisees en pratique courante. 

Le PSA circule dans le sang sous plusieurs formes : libre, complexe a l’oq- 
antichymotrypsine, complexe a l’a 2 -macroglobuline, inaccessible dans ce cas 
aux dosages immunologiques. 

Le dosage classique concerne PSA total < 4 mg/1 
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II doit etre effectue avant tout toucher rectal qui libere des quantites mas- 
sives de PSA. La fraction libre est maintenant accessible au dosage, permettant 
d'etudier le rapport PSA libre/ PSA total. 

Son interet clinique est lie a la pathologie prostatique et en particulier au can¬ 
cer de la prostate, le plus frequent des cancers masculins. 

D est alors souvent considere comme un marqueur ayant une petite valeur 
diagnostique permettant, pour des taux entre 4 et 10 mg/1 de differencier ade- 
nome ou hypertrophie benigne de la prostate et cancer. Cependant le PSA 
s'eleve avec l'age, avec l'hypertrophie benigne et il faut alors etudier le rapport 
PSA libre / PSA total, accompagne du toucher rectal, de l'echographie pour 
decider de faire une biopsie. 

Plus le rapport baisse, plus le risque de cancer est eleve, car la fraction de 
PSA libre est significativement plus faible chez les sujets porteurs d'un cancer, 
et en dessous de 15 pour ce rapport, la biopsie est indiquee. 

Le dosage de PSA total est aussi utile pour la surveillance post-therapeutique, 
Klu'elle soit hormonale, chirurgicale ou radiotherapique. 

r 

( 1.3.2.4. Hormone chorionique gonadotrophique 

' L'hormone chorionique gonadotrope (hCG) est une hormone glycoproteique, 
faite de 145 aminoacides et synthetisee par le placenta (syncytiotrophoblaste). 
Deux sous-unites sont presentes. La chaine a est identique a celle de LH, FSH 
et TSH. La chaine (3 en revanche est specifique et est d’ailleurs souvent dosee 
isolement sous le nom de p hCG. 

Les valeurs usuelles, en dehors de la gross esse, sont <0,4 pg/lou 8 Vil. 

hCG ou p hCG est utilisee pour le diagnostic precoce de la grossesse, car 
elle est detectable dans les urines a partir du 8 e jour apres la fecondation. Les 
nombreuses trousses disponibles en pharmacie assurent plus ou moins bien ce 
role diagnostique. 

En pathologie, hCG et p hCG represented des marqueurs des tumeurs d'ori- 
gine trophoblastique : 

- tumeurs testiculaires en dehors des seminomes, bien que certains de 
ceux-ci aient des taux eleves d'hCG ; 

- grossesse molaire ou choriocarcinome en pathologie obstetricale. 

Dans ces divers cas hCG a une valeur majeure pour le diagnostic et pour la 
surveillance de ces tumeurs. 

1.3.2.5. 15-3 

11 s'agit du « cancer antigen» 15-3, glycoproteine identifiee dans le plasma 
au cours des tumeurs mammaires humaines. II est defini et dose grace a deux 
anticorps monoclonaux obtenus par hybridation de cellules de myelome murin 
avec des cellules de souris immunisees par des lipoproteines du lait humain et 
j par des cellules de tumeurs mammaires. 
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Ce marqueur peut etre utilise pour le bilan d'extension et la surveillance 
des cancers du sein car il s'eleve tres precocement lors de la survenue de meta- 
stases, souvent meme avant la traduction clinique de celles-ci. 

13.2.6. CA-125 

Le CA-125 represente en realite un ensemble d'antigenes ay ant en commun 
un epitope reconnu par l'anticorps monoclonal OC 125. Cet anticorps est 
obtenu a partir de souris immunisees contre des cellules de carcinome ovarien 
humain. 

II s'agit done d'un marqueur du cancer de l'ovaire, quel qu’en soit le type 
histologique, utilise encore pour le suivi des malades et non pour le diagnostic. 

13.2.7. (7A19-9 

Le£A 19-9 a ete isole grace a un anticorps monoclonal de souris dirige 
contre des cellules d'adenocarcinome du colon humain. 

Des taux eleves de cet antigene sont observes dans les cancers pancreatiques 
et les cancers du colon. Sa specificite pour les cancers du tractus digestif est 
bonne, en particulier pour les adenocarcinomes du pancreas, ce qui lui permet 
de participer en partie au diagnostic, difficile, de ce cancer profond. II permet en 
effet de faire la difference entre une pancreatite chronique et un cancer. 

Comme pour les autres marqueurs, toutefois, l'interet est surtout dans le suivi 
de 1'evolution. 

1.33. Marqueurs non enzymatiques de la souffrance myocardique 

Les marqueurs biologiques d'un infarctus du myocarde (IDM) ont beaucoup 
evolue depuis quelques annees. Les enzymes localisees dans le cytoplasme, 
telles que transaminases, creatine kinase, lacticodeshydrogenase ont ete devan- 
cees par des proteines impliquees dans des fonctions metaboliques (myoglo- 
bine) soit par des proteines structurales (myosine et troponine). 

1.33.1. Myoglobine 

La myoglobine est presente dans tous les types de myocyte ; elle a un faible 
poids moleculaire et elle est localisee preferentiellement dans le cytoplasme. 
R ile passe tres rapidement dans le serum ce qui en fait un excellent marqueur 
precoce. Elle a une faible specificite d'organe puisqu'elle augmente aussi bien 
dans les pathologies cardiaques (infarctus, chirurgie cardiaque) que musculaires 
(exercice intense, traumatisme, chirurgie, rhabdomyolyse). Son metabolisme est 
essentiellement renal. Le diagnostic de necrose cardiaque ne peut done pas etre 
base uniquement sur ce test chez des patients en insuffisance renale. Pour affir- 
mer la presence d'une necrose l'elevation de myoglobine doit toujours etre 
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confirmee par un test beaucoup plus selectif conime la CK MB massique ou la 
^troponine 1 cai'diaque ou troponine T cai'diaque (Tnic, TnTc). 

Valeurs usuelles de la myoglobine <80 fig/l (Stratus SCS Dade Behring) 
¥1.33.2. ck mb massique 

La CK mb massique associee au dosage de la myoglobine peut permettre un 
bon classement des malades presentant ou non un infarctus du myocarde. 

La CK mb massique a une specificite inferieure a la troponine le surtout en 
bas de pathologie musculaire associee, bien que ces deux parametres gardent 
Tdes caracteristiques cinetiques post IDM semblables. 

• 1.3.33. Troponines 

Le filament fin du myocyte, regulateur de la contraction myocardique, est 
compose principalement de l'actine, de la tropomyosine et du complexe des tro¬ 
ponines. 

Le complexe des troponines se compose de trois proteines I, C et T. 

La troponine C (TnC) fixe le calcium. Son dosage n'a aucun interet dans le 
diagnostic des pathologies cardiaques puisque les formes exprimees par le myo¬ 
carde ne sont pas differentes de celles du muscle squelettique. 

La troponine 1 (Tnl) fixe le filament d'actine a la TnC et empeche la contrac¬ 
tion en l'absence de calcium. 

La troponine T (TnT) lie le complexe troponine a la tropomyosine. 

Les troponines T et 1 possedent des isoformes cardiaques differentes des iso¬ 
formes musculaires ce qui permet un dosage par methode immunologique. 

Les isoformes cardiaques de la Tnic et de la TnTc sont des marqueurs speci- 
fiques du myocarde et leur dosage est d'un grand interet clinique. 

> INTERETS CLINIQUES DU DOSAGE DE LA TROPONINE 

Une elevation meme moderee des marqueurs definit un patient a risque. L'im- 
portance de ce risque est proportionnelle a l'elevation de la concentration en tro¬ 
ponine 1 ou T. II existe pour les marqueurs cardiaques deux seuils diagnostiques. 
, Le premier seuil correspond a la valeur obtenue dans une population indemne 
Ide pathologie cai'diaque (valeur seuil de la population de reference). Le 
deuxieme est le seuil decisionnel de l'infarctus du myocarde. Tout patient pre- 
isentant une valeur intermediate entre les deux seuils doit etre suivi et est consi- 
dere comme presentant des « dommages myocardiques ». 

Valeurs usuelles de la troponine le < 0,10 )±g/l (Stratus SCS Dade Behring) 

Dans les cas classiques d'infarctus du myocarde, le diagnostic peut etre 
affirme par l'association des signes cliniques et electrocardiographiques qui suf- 
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fit dans un cas sur deux : le dosage des marqueurs cardiaques n'est alors pas 
necessaire. 

Les proteines sont relarguees dans la circulation en fonction de leur poids 
moleculaire et de leur localisation cellulaire. Les proteines de faible poids mole- 
culaire et presentes dans le cytosol sont les premieres a apparaitre. L'interet de 
la Tnic reside dans sa cardiospecificite. 

Apres une periode initiale de 2 a 3 heures au cours de laquelle les taux plasma- 
tiques restent normaux, on assiste a l'elevation successive de la myoglobine (2-3 h) 
puis de la CK MB , de la troponine et des CK totales. Les taux reviennent a la nor- 
male selon des delais differents suivant les marqueurs, mais dans un ordre iden- 
tique a celui de leur elevation. La myoglobine a un retour a la normale en 48 h. 

Le diagnostic d'exclusion d'IDM ne devrait jamais se baser sur les resultats 
d'un prelevement unique. En cas de suspicion d'IDM, un seul test negatif ne 
saurait en rien eliminer le diagnostic. La probabilite de positiver les tests s'ac- 
croit avec le temps. A la 9 C heure, la probabilite est maximale. 

En pratique, le delai entre le debut des symptomes et l'arrivee aux urgences 
etant variable d'un patient a l'autre, deux marqueurs biochimiques doivent etre 
utilises pour le diagnostic d'IDM : un marqueur precoce (positif dans les 6 pre¬ 
mieres heures apres la douleur) et un marqueur de certitude (positif dans les 6 a 
12 heures mais hautement sensible et specifique d'une lesion myocardique). 
L'arbre decisionnel qui utilise le couple myoglobine-troponine est d'un grand 
secours puisqu'il allie la rapidite, grace a la myoglobine, a la specificite de la 
troponine (figure 9.3). 


CONFIRMATION EXCLUSION 



Seuils de positivite 

Myo 85 ng/ml Tn le 1,5 ng/ml 


Figure 9.3 • Proposition d'un arbre decisionnel pour confirmer ou exclure un infarc- 
tus du myocarde. 
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► REMARQUE 

A defaut de pouvoir dater precisement le debut des episodes douloureux, tous 
les prelevements doivent se referer a l'heure d'admission. 

II est important de suivre la cinetique des marqueurs cardiaques au cours de 
l'infarctus du myocarde (figure 9.4). 


Cinetique au cours de I'lDM 



Temps apres le debut de la douleur 


Figure 9.4 • Cinetique des marqueurs cardiaques au cours de l'infarctus du myocarde. 


Comrne les concentrations elevees en Tnic peuvent etre detectees dans le 
serumjusqu'a 10 jours apres l'infarctus, ce marqueur presente un interet dans le 
diagnostic retrospectif des infarctus du myocarde, un role jusque la tenu par la 
determination des LDH. 

La reperfusion est l'objectif therapeutique essentiel en cas d'infarctus du 
myocarde ; elle doit etre realisee le plus rapidement possible, au rnieux entre 6 
et 12 heures apres le debut des douleurs. Cet objectif peut etre atteint par un 
traitement chimique (agent thrombolytique) ou physique (angioplastie). En per- 
mettant la recirculation coronaire, elle lirnite l'importance de la necrose et dimi- 
nue la mortalite de l'infarctus du myocarde. 

La Tnic joue aussi un role important dans l'angor instable. 

Chez les patients admis aux urgences pour angor instable, la valeur de 
la TnIC permettrait un classement precoce des malades. Une valeur seuil de 
0,40 (jcg/1 de Tnic est associee a une prevalence de mortalite plus importante a 
42 jours (3,7 % contre 1,0 %). La mortalite est proportionnelle a la valeur de la 
Tnic a l'admission. L'augmentation de la Tnic au cours du suivi du malade est 
proportionnelle au risque de mortalite. 
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Dans les atteintes musculaires, alors que beaucoup de marqueurs cardiaques 
sont augmentes la troponine le reste le marqueur le plus specifique. C'est aussi 
le cas de rhabdomyolyse d'origine septique, chez les polytraumatises et chez les 
insuffisants renaux. 

Le dosage de la Tnic a aussi ete preconise : 

- dans le suivi de la cardiotoxicite chimio-induite par les anticancereux, 

- dans le diagnostic des contusions cardiaques, 

- dans l'ischemie myocardique observee au cours des etats septiques graves, 

- dans la selection des greffons preleves en vue de la transplantation car- 
diaque, 

- dans l'hypothyroidie ou la CK MB est frequemment augmentee, la Tnic 
reste toujours inferieure a la normale, 

- dans l'intoxication par le monoxyde de carbone, la valeur de la Tnic serait 
correlee a l'augmentation de la carboxyhemoglobine. 

1.3.3.4. Myosine 

La myosine est une proteine myofibrillaire interagissant reversiblement avec 
l'actine durant la contraction musculaire. Elle est constitute de deux chaines 
lourdes et de deux chaines legeres. Les chaines legeres sont de deux types 1 et II 
et possedent plusieurs isoformes de structure moleculaire differente. Cependant 
on ne connait pas d'isoformes du muscle cardiaque. 

La determination des chaines lourdes se fait par radioimmunologie, methode 
longue et reservee a des laboratoires specialises.. 

II existe egalement des methodes immunologiques froides utilisant des anti¬ 
corps anti-chaines lourdes et anti-chaines legeres. 


2 . Exploration 

L'exploration des proteines plasmatiques est realisee par le dosage individuel 
de telle ou telle proteine, par le regroupement de quelques dosages, sous le 
terme de profil proteique, par l'electrophorese qui peut etre faite sur des sup¬ 
ports differents et enfin par l'etude eventuelle d'une proteinurie. 


2.1. Dosages proteiques 

Ils concernent, soit la proteinemie totale, soit des dosages individuels de pro¬ 
teines plasmatiques. 

2.1.1. Protidemie totale 

Le dosage des proteines ou protides totaux est extremement classique. 

II est effectue par la traditionnelle reaction du biuret, plus ou moins modifiee 
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pour s'adapter aux analyseurs biochimiques multiparametriques ou par la 
simple refractometrie. 

he taux normal est de 65 a 75 g/l. 

2.1.2. Dosage de proteines particulieres 

.2.1.2.1. Dosages isoles 

1 Toutes les proteines dont nous avons parle ci-dessus peuvent, bien sur, etre 
dosees individuellement, par des methodes immunometriques maintenant auto- 
matisees. 

Leur dosage est habituellement demande a l'occasion d'un syndrome ou 
d'une maladie particuliere. Ainsi, par exemple, la concentration de la serum- 
albumine, associee aux facteurs de I'hemostase, est-elle tres utile dans une 
insuffisance cellulaire hepatique. 

Sur le plan technique, diverses methodes sont utilisables : 

- dosages turbidimetrique ou nephelemetrique laser apres immunoprecipita- 
tion, 

- dosage radio-immunologique avec marqueur isotopique, 

- dosage avec marqueur « froid » : enzyme, compose fluorescent, compose 
chimiluminescent. 

2.1.2.2. Profitproteique 

C'est la representation graphique des dosages de plusieurs proteines, 

exprimes en g/l ou mieux en pourcentage de la normale en fonction de l’age et 
du sexe du sujet. 

Deux types de profils peuvent etre envisages : 

- Un profit elargi, a 8 ou 10 proteines, dit d"orientation, comportant (figure 9.5) 
une serie de proteines tres differentes en ce qui concerne leur origine, leur demi- 
vie, leurs fonctions ou leur regulation. Ce type de bilan est destine a mettre en 
evidence un maximum d'information biologique utile au diagnostic ou au depis- 
tage de complications. II sera toujours accompagne d'une electrophorese. 

Les indications les plus frequentes sont reliees aux situations suivantes : 

- debrouiller des hypotheses diagnostiques suggerees par une VS acceleree, 
une fievre prolongee, une alteration inexpliquee de l'etat general, des algies dif¬ 
fuses avec ou sans syndrome inflammatoire clinique ; 

- caracteriser la nature et l'etiologie d'une anemie ; 

- preciser la fuite proteique en cas d'enteropathie exsudative ; 

- mettre en evidence un deficit immunitaire au cours d’infections chroniques 
ou recidivantes; 

- Un profit minimum ou cible, de 2 a 3 proteines, destine essentiellement au 
suivi evolutif d'un syndrome inflammatoire, d’une intervention chirurgicale, 
d'un etat de denutrition profonde ou d'une hemolyse chronique. 
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Figure 9.5 • Exemple d'un profil proteique dans un etat inflammatoire intense. 

(D'apres P. Giraudet.) (C 3 = fraction C, du complement, a,G = cq glycoproteine acide ou orosomu- 
coi’de. Hap = haptoglobine, Trf = transferrine, Alb = albumine. 
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p2.2 Electrophorese des proteines plasmatiques 


2.2.2. Proteinogramme 

L'electrophorese consiste a faire migrer et a fractionner grace a un champ 
electrique, au sein d'un milieu variable et dans un tampon de pH determine, les 
proteines separees par leur charge electrique. 

A cote de la charge electrique, interviennent aussi : 

- le courant liquidien, allant d'un bac a l'autre pour compenser la perte de 
liquide par evaporation du fait de la chaleur provoquee par le courant electrique 
(effet Joule) ; 

I - la diffusion, les particules incluses dans le gel ayant tendance a diffuser 
' des regions les plus concentrees vers les moins concentrees, ce qui gene la 
, bonne separation des zones ; 

I - la taille des particules car a charge egale, une molecule plus petite 
migrera plus vite. Cet effet de tamisage moleculaire est surtout important pour 
les gels de poly cry lamide. 

Le choix du support est maintenant essentiel. Apres Tiselius et l'electropho¬ 
rese en veine liquide, le support a ete tres longtemps le papier, remplace ensuite 
par la membrane d'acetate de cellulose, puis le gel d'agarose qui permet une 
meilleure separation et la detection de proteines monoclonales de faible concen¬ 
tration. Le gel d'amidon est d'un maniement delicat; par contre le gel de poly¬ 
acrylamide a un tres fort pouvoir separateur utile pour les lipoproteines et les 
apoproteines. 

La technique consiste a deposer quelques microlitres de serum sur le sup¬ 
port, a choisir un tampon, qui est generalement a pH 8,6 auquel les proteines 
s'ionisent comme des anions, migrant done vers 1’anode, a laisser migrer durant 
un temps fonction du support: 15 a 25 minutes pour 1'acetate, 30 a 60 minutes 
pour le gel de polyacrylamide. 

Fixation et coloration sont, dans le temps suivant, habituellement faites avec le 
meme reactif. Cependant le colorant varie avec la nature des composants a reve¬ 
ler. Pour le proteinogramme standard les colorants les plus utilises sont l'amido- 
schwarz, le vert de lissamine, le rouge Ponceau ou le bleu de Coomassie. 

Apres transparisation du support, la lecture photodensitometrique de la colo¬ 
ration de chaque bande donne le trace classique (figure 9.6) oil apparaissent les 
5 pics : Albumine, a,, 0C 2 , p et y-globulines. L'integration de la surface de 
chaque pic conduit enfin a un pourcentage de chaque fraction, traduit aussi en 
gramme/litre si le taux des proteines totales a ete donne a l'appareil. 
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Figure 9.6 • Courbe electrophoretique normale avec les pourcentages des fractions et 
leur taux en g/1. 


2.2.2. Immunoelectrophorese et immunofixation 

L'analyse immunoelectrophoretique combine les principes de l'electropho¬ 
rese en gelose des proteines et de l'immunodiffusion. 

Apres separation des proteines par le champ electrique, on depose les anti¬ 
corps (immunserum anti-proteines plasmatiques humaines, ou immunserums 
specifiques de telle ou telle proteine) dans une gouttiere parallele a l'axe de 
migration. La rencontre Ag-Ac se traduit, apres la diffusion, par un arc de preci¬ 
pitation. 

L'immunoHxation, (figure 9.7) plus rapide, plus performante et d'interpreta- 
tion plus aisee tend de plus en plus a remplacer l'immunoelectrophorese. 

L'electrophorese des proteines en gel d'agarose est suivie par une immuno- 
precipitation in situ des immunoglobulines avec des antiserums specifiques de 
chaque isotype incubes a la surface du gel. Cette technique est particulierement 
utile pour le typage des proteines monoclonales : sur un meme gel six pistes du 
meme echantillon subissent l'electrophorese puis cinq pistes sont recouvertes 
chacune d'un immuserum monospecifique (anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-K, 
anti-\), la derniere piste etant mise en contact avec un reactif fixateur des pro¬ 
teines pour servir de reference. 
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Figure 9. 7 • Exemple de trace en electrophorese et en immunofixation. 

2.3. Etude de la proteinurie 

Au-dela de la proteinurie physiologique, inferieure a 150 mg/24 h, la protei¬ 
nurie est pathologique et elle constitue un marqueur sensible et precoce de toute 
affection renale. Son etude apporte un complement non negligeable au dossier 
clinique etbiologique. 

En effet, d'une part la quantite de proteines eliminees depend de l'etiologie et 
de la gravite des lesions et d'autre part la nature de ces proteines urinaires ainsi 
que leurs proportions renseigne sur la localisation de I'atteinte renale , glome- 
ruiaire , tubulaire ou mixte. De plus, la recherche d'une proteine de Bence Jones 
(PBJ) est importante pour le diagnostic ou la confirmation du diagnostic d'une 
dysglobulinemie monoclonale. 

• Le dosage des proteines urinaires, detectees par la positivite de la bande- 
lette specifique, est toujours assez difficile car les methodes sont nombreuses 
mais peu exactes ; les techniques recentes au rouge de pyrogallol ou au bleu de 
Coomassie sont actuellement les plus recommandables. 

• L'electrophorese des urines est done une methode de choix car elle per- 
met de visualiser toutes les proteines presentes mais elle necessite parfois une 
concentration prealable, source d'erreurs non negligeables. Aussi la methode 
recommandee est-elle l'electrophorese a haute resolution (HR) qui permet, 
grace a sa haute sensibilite, de fractionner les proteines dans l'urine pure. 
Cependant en cas de proteinurie moderee, < 1 g/1, meme cette technique risque 
de laisser echapper une PBJ et il faut recourir alors a l'immunofixation. 
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- L'etude qualitative de la proteinurie permet de la definir, de la classer en 
fonction de son origine (tableau 9.4) : 

- Proteinurie tabulaire, comportant peu d'albumine mais toutes les globu- 
lines du serum, (Xj, a 2 , (3, y- Le marqueur tubulaire le plus classique est la 
P 2 -microglobuline mais son augmentation peut resulter d'une surcharge 
des recepteurs tubulaires par accroissement de sa concentration serique et a 
l'inverse une diminution de son taux urinaire peut etre simplement liee a son 
instability a pH acide. C'est la raison pour laquelle le dosage de la retinol bin¬ 
ding protein ou RBP parait etre actuellement le meilleur reflet de l'atteinte 
tubulaire. 

- Proteinurie glomerulaire selective faite de proteines de bas poids molecu- 
laire, albumine surtout, depassant 80 % mais aussi transferrine dans un net pic 

P. 

L'etude precise de la selectivity de la proteinurie, qui etait precedemment 
complexe a realiser par comparaison des clairances de la transferrine et de 
l'lg G, est maintenant simple grace a l'apparition de nouvelles trousses d'immu- 
nofixation renfermant des immunserums diriges contre les proteines habituelle- 
ment d'origine glomerulaire ou contre les proteines d'origine tubulaire. 

De plus la detection de faibles quantites d'albumine (microalbuminurie) 
peut etre realisee par l'emploi de bandelettes specifiques associant de maniere 
originale chromatographie et immunoenzymologie. Cela est particulierement 
interessant chez le diabetique dont la si frequente microangiopathie renale s'ex- 
primera rapidement par une microalbuminurie de l'ordre de 300 mg/24 h. C'est 
un marqueur de nephropathie debutante dans le DID et un marqueur de risque 
vasculaire atherosclereux chez les DNID. 


Tableau 9.4 • Classification d'une proteinurie. 



Albumine 

PM=69000 

Transferrine 

PM=77000 

IgG 

PM=150000 

Microproteines 

Proteinurie 

physiologique 

Traces 

0 

Traces 

0 

Atteinte 





glomerulaire 

selective 

+ 

+ 

Traces 

0 

Atteinte 





glomerulaire 
non selective 

+ 

+ 

++ 

0 

Atteinte 

tubulaire 

Traces 

0 

Traces 

+ 

Atteinte mixte 





glomerulaire 
et tubulaire 

+ 

+ 

+ 

+ 
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Dosage Dosage RBP 

Albumine 32 Microglobuline 
Transferrine 


19 


re 9.8 


Strategic d'etude d'une proteinurie. 
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• Proteinurie glomerulaire non selective, dans laquelle toutes les proteines du 
plasma sanguin peuvent etre representees. 

En pratique tous les types intermediaries de proteinurie peuvent s'observer et 
il n'y a d'ailleurs pas de parallelisme strict entre la selectivity de la proteinurie 
et I'imporiance des lesions glomerulaires. 

La detection d'une proteine de Bence-Jones (PBJ) en electrophorese 
simple (figure 9.8) ou en electrophorese a haute resolution doit etre confirmee 
par l'immunofixation en utilisant 3 immunserums : anti Ig total (G, A, M, D et 
E), anti-K et anti-A.. 


3. Variations pathologiques 

Des hypo- et des hyperproteinemies peuvent etre rencontrees. 

Les premieres portent surtout sur la serumalbumine et les immunoglobu- 
lines. 

Les secondes atteignent exclusivement les globulines car l'hyperalbuminemie 
n’est que relative dans les etats d'hemoconcentration. 


3.1 Hypoproteinemies 

3.1.1. Hypoalbuminemies 

L iles sont provoquees par des defauts de synthese ou par des deperditions 
d'origine diverse. 

3.1.1.1. Defauts de synthese 
Ils sont notes au cours : 

- Des carences nutritionnelles par defaut d'apport proteique : 

• kwashiorkor et marasme ; 

• malabsorptions et maldigestions ; 

• cachexie cancereuse. 

- Des atteintes hepatocellulaires graves : cirrhoses, icteres graves. 

- Des syndromes inflammatoires. 

- Des syntheses anormalement elevees d'autres proteines, par mecanisme 
de competition, au cours par exemple des dysglobulinemies monoclonales. 

3.1.1.2. Deperditions 

Ce sont, dans notre pays, les causes les plus frequentes. 

• Perte renale. Elle est tres importante lors des syndromes nephretiques, 
(figure 9.9) associant : 
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- line fuite renale d'albumine, d'orosomucoide, de transferrine du fait de 
leurs faibles poids moleculaires, produisant une proteinurie parfois massive ; 

I - line hypoproteinemie avec hypoalbuminemie, responsable d'une chute de la 
pression oncotique, elle-meme cause des : 

- cedemes blancs, mous, prenant le godet et done typiquement renaux. 

' La glomerulite membraneuse responsable de ces desordres entraine, suivant 
l'age, deux types de syndrome : le syndrome nephrotique de l'adulte se compli- 
quant volontiers d'insuffisance renale et la nephrose de l'enfant classiquement 
de meilleur pronostic. 

Les traces electrophoretiques sont tres evocateurs avec un effondrement du 
pic de l'albumine, une baisse generalisee de toutes les proteines a l’exception de 
l’a 2 -macroglobuline, responsable du pic en zone a 2 et d'un pic en zone [3 lie a 
la presence de P-lipoproteines en exces. 

• Perte digestive au cours des enteropathies exsudatives dans lesquelles la 
fuite proteique peut etre considerable mais difficile a apprecier en raison de la 
proteolyse par la flore bacterienne intestinale. 

• Perte cutanee dans les brulures etendues. 

3.1.2. Hypogammaglobulinemies 
Elies peuvent etre acquises ou congenitales. 


PROTIDES TOTAUX 

: 54.0 G/L 


A/G : 0.52 





NOM 

% 

G/L 

NORMES:% 

G/L 

ALBUMINE 

34.4 

18.6 

61-69 

33.5-52 

ALPHA 1 

3.0 

1.6 

1-4 

0.5-3 

ALPHA 2 

42.7 

23.0 

6-10 

3.3-7.5 

BETA 

14.1 

7.6 

7-13 

3.8-98 

GAMMA 

5.8 

3.2 

11-18 

6-13.5 


Sens de la migration 



I Figure 9.9 • Trace d'un proteinogramme de syndrome nephrotique. 
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3.1.2.1. Hypo- ou agammaglobulinemies acquises 

Les causes de diminution sont, comme ci-dessus pour l'albumine, les deper¬ 
ditions renales ou digestives. 

Quant aux defauts de synthese on peut les voir lors des syndromes d'epuise- 
ment du systeme immunoformateur ou lors des therapeutiques immunosup¬ 
pressives (corticoides, ciclosporine). 

3.1.2.2. Hypo- ou agammaglobulinemies primitives 

D s'agit de deficits immunitaires specifiques, touchant soit l'immunite cellu- 
laire mediee par les lymphocytes T, soit l'immunite humorale et les lympho¬ 
cytes B. 

On decrit ainsi des deficits immunitaires combines severes, d'origine gene- 

tique sou vent lies au sexe, et a ne pas confondre avec les hypogammaglobuli- 
nemies transitoires de l'enfance. Dans ce dernier cas, tres frequent, caracterise 
par des infections ORL et tracheobronchiques a repetition, il s'agit d'un simple 
retard de la synthese des immunoglobulines qui se corrigera apres quelques 
injections de gammaglobulines ou spontanement, vers l'age de 4 ou 5 ans. Le 
diagnostic sera fait, non sur l'electrophorese ou l'immunoelectrophorise, trop 
grossieres, mais sur le dosage specifique des Ig G, Ig A et Ig M dont on appre- 
ciera le taux en fonction de l'age. 

3.2. Hyperproteinemies — hyperglobulinemies 

Les hyperproteinemies sont toujours des hyperglobulinemies. Celles-ci attei- 
gnent souvent plusieurs families de globulines simultanement, et sont done plus 
« diffuses » que les dysglobulinemies monoclonales tres localisees aux immu¬ 
noglobulines et a un clone particulier de celles-ci. Nous distinguerons done ces 
deux chapitres tres differents de la pathologie. 

3.2.1. Hyperglobulinemies diffuses etpolyclonales 

R iles s'observent tres frequemment dans des affections diverses et l'augmen- 
tation des globulines a l'electrophorese affecte soit plusieurs zones, soit la zone 
gamma exclusivement: 

- dans les infections aigues ou chroniques, dans les infestations parasi- 
taires, on note une elevation concomitante des a 2 et des "/-globulines. L’inten- 
site de l'augmentation n'est pas proportionnelle a l'intensite de l'infection ni a 
la gravite de la maladie ; 

- dans les cirrhoses, l'elevation des (S- et y-globulines «en dos de 
chameau » est tres caracteristique. Elle est due a l'augmentation des Ig A et Ig 
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M, qui depasse celle des Ig G et qui se positionne a l'electrophorese entre les 
P- et les ‘v-globulines ; 

b - l'augmentation isolee des y-globulines se presente a l'electrophorese comme 
' une courbe arrondie et etalee. Ril e s'observe frequemment dans les infections, les 
maladies auto-inununes. les maladies allergiqucs et particulierement dans 
l'asthme ou les Ig E sont augmentees selectivement. Outre les Ig E totales, des Ig 
E specifiques d'un grand nombre d'allergenes peuvent etre dosees. 

1 3.2.2. Dysglobulinemies monoclonales 

Une dysglobulinemie monoclonale ou gammapathie monoclonale correspond 
a la synthese d'une seule immunoglobuline par un clone cellulaire, d'origine 
lymphocytaire B ou plasmocytaire, en voie de multiplication anarchique. Elle 
correspond sur le trace electrophoretique a une bande mince, etroite et tres 
homogene, se traduisant sur la courbe densitometrique par un pic aigu et etroit, 
dit monoclonal, facile a deceler. 

Plusieurs entites cliniques et biologiques sont bien definies : myelome plas¬ 
mocytaire, macroglobulinemie, leucemies lympholdes chroniques, maladies des 
chaines lourdes et gammapathies benignes enfin. 

3.2.2.1. Myelome plasmocytaire ou maladie de Kahler 

Encore appele myelome multiple des os, c'est une plasmocytose medullaire 
maligne d'une frequence non negligeable. 

- La traduction clinique est souvent pauvre au debut, avec des douleurs 
osseuses, une alteration de l'etat general. 

- La radiologie montre classiquement des geodes osseuses ou simplement 
parfois une demineralisation diffuse. 

- Les signes biologiques sont, par contre, tres vite evocateurs avec des signes 
sanguins, des signes urinaires et des anomalies de la moelle osseuse. 

Dans le sang, la vitesse de sedimentation est tres elevee depassant 100 ou 
120 mm, la proteinemie est augmentee, parfois a 100 ou 120 g/1, la calcemie 
egalement par processus d'osteolyse. 

L'electrophorese objective (figure 9.10) un pic monoclonal en zone gamma, 
l'immunofixation identifie une Ig G le plus souvent, parfois une Ig A ou D ou E. 
La proteine anormale peut etre dosee et ses chaines legeres identifiees. 

Dans les urines, la presence d'une proteine de Bence-Jones dite thermo¬ 
soluble, car elle precipite aux alentours de 55 °C et se redissout lorsque la tem¬ 
perature continue a augmenter, est un bon element en faveur de ce diagnostic. 
Elle est faite de dimeres de chaines legeres K ou \ dont la synthese est exceden- 
taire par rapport aux chaines lourdes. Son depistage necessite une electropho- 
rese des urines, concentrees si necessaire et un typage immunologique. 

Dans la moelle osseuse, la decouverte de foyers myelomateux avec nappe 
plasmocytaire et cellules jeunes, de type plasmocytoblastes, signe le diagnostic. 
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PROTIDES TOTAUX 

: 113.0 G/L 



A/G : 0.46 





NOM 


G/L NORMES : % 

G/L 

ALBUMINE 

31.5 

35.6 

61-69 

33.5-52 

ALPHA 1 

1.8 

1.6 

1-1 

0.5-3 

ALPHA 2 

4.0 

4.5 

6-10 

3.3-7.5 

BETA 

4.7 

5.3 

7-13 

3.8-9.8 

GAMMA 

58.0 

65.5 

11-18 

6-13.5 

Sens de la 

migration 





Figure 9.10 • Trace electrophoretique d'un serum de myelome avec pic monoclonal. 


Le pronostic de la maladie n'est pas bon, la destruction osseuse etant regu- 
liere et invalidante malgre la chimiotherapie. 

3.2.2.2. Macroglobulinemie de Waldenstrom 

C’est une hemopathie maligne, comme le myelome, mais la proteine mono- 
clonale est une Ig M, expliquant le nom donne a cette affection. 

• Les signes cliniques sont voisins de ceux evoquant la maladie de Kahler, si 
ce n’est l'age, habituellement plus avance, la presence de ganglions, de troubles 
de la coagulation et d'une anemie. 

Les geodes osseuses, a l’emporte-piece, typiques du myelome, sont ici rares 
ou absentes. 

• Les signes biologiques sont moins riches : 

• Dans le sang, la protidemie elevee est due a la macroglobuline monoclo- 
nale, identifiee par le dosage de cette fraction, par le pic en zone (3 de l'electro- 
phorese, par 1'immunofixation. 

• Dans les urines, la PBJ est beaucoup moins frequente. 

• Dans la moelle osseuse, une infiltration lymphoplasmocytaire, ou reticulo- 
lymphoi'de caracterise la maladie. 

32.2.3. Maladies des chaines lourdes 

Ce sont des dysglobulinemies rares, dans lesquelles les plasmocytes mono- 
clonaux ont perdu la faculte d'associer normalement les chaines lourdes et 
legeres. Les chaines lourdes, completes ou incompletes, circulent a l'etat libre 
sous forme dimerisee ou polymerisee. 
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II s'agit de chame a le plus souvent, rarement de chaines -y, exceptionnelle- 
ment de chaines p.. 

La presence de chaines lourdes a est volontiers notee dans les lymphomes 
mediterraneens observes chez des sujets jeunes du pourtour de la Mediterranee 
presentant une diarrhee continue avec, a l'electrophorese du serum, une bande 
large anormale en zone a 2 ou (3. A l'immunoelectrophorese Fare Ig A est 
deforme et epaissi. 

3.2.2.4. Gammapathies monoclonales bettignes 

Un pic monoclonal de type myelomateux est assez souvent decouvert a 
l'electrophorese du serum de sujets ages. Le diagnostic de myelome est alors 
envisage mais la symptomatologie n'est pas complete et 1'evolution ne la voit 
se completer que dans 10 a 20 % des cas vers le myelome ou la maladie de 
Waldenstrom. 

Ces cas tres particuliers, qui ont requ le nom de dysglobulinemies benignes, 
necessitent cependant une surveillance reguliere de 3 mois en 3 mois pour 
apprecier la variation du taux de la proteine anormale, Ig G le plus souvent. 

Une dysglobulinemie de ce type est parfois notee a l'occasion d'infections ou 
de parasitoses chroniques. 


A. Apergu technologique sur les immunodosages 

La reaction immunologique, basee sur la reconnaissance selective d'un anti¬ 
gene par son anticorps, a donne naissance, depuis quelques annees, a un tres 
grand nombre de methodes nouvelles. 

Celles-ci peuvent etre classees simplement en trois rubriques selon la maniere 
dont on observe la reaction antigene-anticorps. 

ftl. Etude directe des effets de la reaction antigene-anticorps 

IUU. Methodes de precipitation 
14.1.1.1. En solution 

11 s'agit des methodes tres classiques d'immunoturbidimetrie et d'immunone- 
phelemetrie qui reposent sur les phenomenes de diffusion de la lumiere dans un 
milieu trouble, du fait de la precipitation antigene-anticorps. 

- La turbidimetrie est identique a la photometrie d'absorption car on evalue 
la diminution d'intensite de la lumiere incidente lorsqu'elle traverse le milieu 
trouble, la lumiere transmise etant mesuree dans la meme direction que la 
lumiere incidente. 
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La plupart des automates de biochimie sont done capables d’effectuer ces 
mesures. 

- La nephelemetrie evalue la diffusion de la lumiere sur les particules du 
milieu trouble, qui depend de la taille des particules, de leur indice de refraction, 
de la longueur d'onde de la radiation incidente, emise ou non par un laser. La 
lumiere diffusee est mesuree dans une direction differente de celle de la lumiere 
incidente, avec un angle variable suivant les appareils du commerce. 

4.1.1.2. Diffusion en gel 

L'immunodiffusion simple peut etre lineaire (Oudin) ou radiale (Mancini). 

Dans 1'immunodiffusion radiale, le diametre de l’anneau de precipitation est 
proportionnel a la concentration de l'antigene et cette technique a ete tres popu¬ 
late. 

Immunodiffusion en gel apres electrophorese. 

II s'agit des techniques d'immunoelectrophorese, simple ou bidimension- 
nelle, de l'electro-immunodiffusion selon Laurell ou encore de l'immunofixa- 
tion. Toutes ces techniques associent un temps electrophoretique a une precipi¬ 
tation immunologique secondaire par diffusion ou simultanee dans la methode 
de Laurell. 

Celle-ci, en effet, realise la migration electrophoretique dans une gelose 
impregnee d'anticorps, entrainant la formation de pics ou « rockets » dont la 
hauteur, est proportionnelle a la concentration de l'antigene soumis a l'electro- 

phorese. 

4.1.2. Methodes d'agglutination 

Ces methodes sont souvent anciennes et sont tres variees. 

Elies consistent a revetir une particule (hematie, grain de latex, micro-orga- 
nismes) d'un antigene unique ou d'un complexe antigenique ou d'un anticorps 
et a observer l’agglutination produite par un reactif agglutinant lui-meme tres 
variable : anticorps, anticorps associe au complement, complement, antigene. 

L'observation de l'agglutination peut etre visuelle, photometrique ou par 
comptage de particules. 

Un exemple typique de ces reactions est donne par les techniques de deter¬ 
mination des groupes sanguins. 
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A 

•L2. Etude de la reaction antigene-anticorps grace au signal emis 
1 par un reactif marque 

WU.l. Dosages en phase heterogene. Mesure de la distribution du reactif 
• marque 

~ Les molecules de reactif marque sont reparties en deux compartiments selon 
qu'elles sont ou non engagees dans une reaction antigene-anticorps. II sera done 
necessaire d'avoir une etape de separation physique pour ne conserver que les 
molecules marquees liees, suivie d'une deuxieme etape de mesure du signal. 
C'est done bien la distribution du reactif marque qui est etudiee. 

Suivant la nature du marquage, on distingue : 

4.2.1.1. Marquage isotopique 

I La radio-immunologie combine la sensibilite des mesures radioactives a la 
specificite de la reaction immunologique. 

Decrite pour la premiere fois par Berson et Yallow en 1962 a propos du dosage 
de l'insuline plasmatique, cette methode (radio-immuno assay ou RIA) permet 
divers schemas reactionnels. A cote du schema historique par competition, on 
decrit en effet des methodes « sandwich » par double ou simple capture. 

Les techniques par competition restent tres classiques. Leur principe est le 
\ suivant : 

Les antigenes marques et non marques entrent en competition vis-a-vis des 
sites anticorps. Apres incubation de duree variable, l'antigene radioactif qui ne 
s'est pas fixe sur les sites anticorps est separe des complexes antigenes marques 
-anticorps et elimine. 

La mesure de la radioactivite de la fraction liee est faite dans un compteur 
adapte, generalement y (cas de l'iode 125). L'isotope le plus utilise pour mar- 
quer antigenes ou anticorps est en effet l'iode 125, emetteur y et de periode 
60 jours. L'iodation des residus de tyrosine des peptides et proteines est en effet 
relativement facile. 

Permettant de mesurer des concentrations de l'ordre du picogramme par ml, 
cette technique a permis d'innombrables progres en physiologie et medecine 
humaines. En France, cependant, elle n'est utilisable que par de rares labora- 
toires agrees, ce qui a considerablement limite son developpement. 

Le processus est represente simplifie dans la figure 9.11. 

F 

4.2.1.2. Marquage emymatique 

I Les methodes immunoenzymologiques ou EIA pour « enzymo-immuno 
1 assay » ont ete les premieres a remplacer les RIA pour certains dosages. 

Ouvrant ainsi les techniques d'immunodosages en phase heterogene (ELISA 
ou « enzyme-linked immunosorbent assay » a tous les laboratoires de biologie 
j clinique, l'immunoenzymologie a done aussi un interet historique. 



Antigene + Anticorps + Antigene- 125 ! 


Complexe antigene-Anticorps 
Complexe antigene 125 l-Anticorps 


Separation 
(forme libre-liee) 


Mesure de la radioactivite liee dans un compteur-y 


Figure 9.11 • Principe du dosage par competition. 


Comme pour la radioimmunologie en phase heterogene, une etape de separation 
de l'Ag lie a l'Ac de l'Ag libre est obligatoire. La methode sandwich, utilisable si 
l'Ag a doser possede au moins deux sites antigeniques est souvent employee. 

Les Ac en exces sont fixes sur une phase solide (comme la paroi du tube reac- 
tionnel) et ils fixent tous les Ag a doser dans l'echantillon. Apres lavage on 
incube en presence d'un deuxieme Ac marque par une enzyme (conjugue) 
qui se fixe sur le deuxieme site antigenique. Un deuxieme lavage elimine le 
conjugue non he et l'on ajoute le substrat pour developper la reaction enzyma- 
tique, elle-meme observee par une reaction coloree facile a mesurer. 

Les enzymes les plus utilisees sont : 

- La peroxydase du raifort. Son substrat est l'ortho-phenylene diamine ou la 
trimethyl benzidine, en presence d'eau oxygenee. 

- La galactosidase d'E. coll. 

- La phosphatase alcaline d'intestin de veau ou d'E. coli. 

Le principe reactionnel est represente sur la figure 9.12. 

4.2.1.3. Marquage par fluorescence 

Les techniques d'immunofluorescence (FIA ou « fluorescence immunoassay ») 
sont basees sur la mesure de la fluorescence emise par le marqueur et permettent 
d'atteindre des seuils de detection voisins de ceux de la radioimmunologie. 
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Figure 9.72 • Schema reactionnel d'une technique enzymoimmunologique selon le 
principe « sandwich » (note d'information scientifique. Roche-Boehringer). 


En phase heterogene, les methodes sont identiques aux precedentes. 

Les differents marqueurs fluorescents ou fluorochromes sont : 

- I'isothiocyanate de fluoresceine ; 

- les rhodamines ; 

- les complexes d base de lanthanides (europium ou terbium) qui ont une 
bande d'emission etroite, un indice de Stokes (difference entre la longueur 
d’onde d'excitation et celle d'emission) eleve et enfin une duree de vie d'emis¬ 
sion longue de l'ordre de 50 a 1 (XX) f is, ce qui permet d’eviter les interferences 
dues au milieu biologique ; 

- les substrats enzymatiques fluorescents oil la fluorescence n'est revelee 
qu'apres hydrolyse enzymatique du compose marque. 
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4.2.1.4. Marquage par luminescence 

La detection consiste ici en la mesure de l'intensite du rayonnement lumineux 
emis par chimiluminescence, a partir de molecules de synthese, ce qui le diffe- 
rencie du phenomene de bioluminescence intervenant chez certains organismes 
vivants. 

La lumiere emise est issue d'une reaction chimique exergonique, lorsque le 
produit final de la reaction, oxyde, revient a son etat fondamental. 

Les traceurs peuvent etre de deux types : 

- les traceurs directement luminescents sont des conjugues d'aminobutyliso- 
luminol (ABEI) ou d'esters d'acridinium ; 

- les traceurs enzymatiques sont constitues par des derives de couplage d'Ac 
ou d'analytes avec une enzyme impliquee dans une reaction de chimi- ou de 
bioluminescence. 

II s'agit d'une production de lumiere due a l'action d'une peroxydase sur le 
luminol ou grace au systeme luciferase-luciferine de luciole, ATP dependant et 
pouvant maintenant etre fourni par genie genetique, en ce qui concerne la lucife- 
rase, et par synthese chimique pour la luciferine. 

4.2.2. Dosages en phase homogene. Mesure par modulation de I'activite du 
reactif marque 

Le reactif marque va ici emettre un signal different selon qu'il est engage ou 
non dans une reaction antigene-anticorps. On observe done une modulation du 
signal liee a la reaction Ag-Ac, qui peut s'apprecier sans qu'une separation soit 
necessaire, ce qui explique le nom de phase homogene. 

On peut done theoriquement esperer de ces methodes une meilleure adaptation 
aux appareils avec automatisation plus aisee, eventuellement au prix d'interfe- 
rences plus genantes et d'une sensibilite de detection moins performante. 

4.2.2.1. Marque enzymatique 

Dans ces techniques, ou il n'y a pas d'etape separative, l'anticorps, en 
se fixant sur l'Ag ou l'haptene marque agit en meme temps sur I'activite de 
Tenzyme marqueur provoquant une augmentation ou une diminution d'activite. 

Chaque molecule d'Ag marque reste libre apres la formation des complexes 
Ag-Ac, catalyse la transformation de nombreuses molecules de substrat et il y a 
amplification de la reaction. 

Cette technique est appelee EMIT (enzyme multiplied immunoassay tech¬ 
nique). 

Les enzymes utilisees ici sont : 

- le lysozyme du blanc d'oeuf ; 

- la glucose 6 phosphate deshydrogenase ; 

- la malate deshydrogenase. 
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' 42.2.2. Marque fluorescente 

Les methodes les plus classiques sont: 

- la methode utilisant la protection de fluorescence avec deux Ac : l'un 
dirige contre l'Ag a doser et l'autre dirige contre l'Ag marque non lie permet- 
tant sa neutralisation. 

- la polarisation de fluorescence (FPIA ou « fluorescence polarization 
immuno assay »). Si l'on excite des molecules fluorescentes par une lumiere 
polarisee et si l'on mesure l'intensite de lumiere fluorescente dans les directions 
parallele et perpendiculaire a la lumiere incidente, on definit un taux de polari¬ 
sation de la lumiere de fluorescence. 

Une decroissance de la polarisation de fluorescence est observee lorsqu'il y a 
competition entre l'Ag marque et l'Ag non marque pour les sites de liaison sur 
l'Ac et cela se prete aisement a la mesure. 

4.2.3. Techniques de localisation microscopique 

11 s'agit de techniques tres particulieres (immunoenzymologie cellulaire, 
immunofluorescence a l'examen microscopique, analyse et comptage de parti- 
cules fluorescentes par cytofluorimetrie de flux) rentrant dans le cadre des 
etudes microscopiques en anatomie pathologique ou parasitologie par exemple. 
Ces techniques ne seront pas abordees ici. 

4.3. Observation d'un effet biologique de la reaction immunitaire 

f. 

t 

11 peut s'agir de lyse cellulaire observee sur des hematies, sur des lympho¬ 
cytes, sur des micro-organismes ou sur des liposomes. 

II peut aussi etre question de mobilite cellulaire etudiee par exemple lors des 
tests d'immobilisation des spermatozoldes ou du test d'inhibition de la migra¬ 
tion des macrophages. 

Parfois ce sont des etudes de differenciation ou de modification cellulaires 

comme le test de transformation blastique des lymphocytes ou le test de degra¬ 
nulation des polynucleaires basophiles. 

Le grand nombre de ces tests, leur defaut de specificite expliquent le manque 
d'engouement actuel pour ces analyses. 
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Enzymes plasmatiques 

France de La Farge 


La mesure de l'activite des differentes enzymes du serum humain a pris 
depuis quelques annees une grande importance. Ces enzymes se trouvent nor- 
malement dans le serum en faible quantite et a des taux bien determines. Des 
qu'un organe ou un tissu est lese, il libere dans la circulation generale des 
enzymes qui lui sont propres. Par exemple, pour determiner 1'organe lese au lieu 
de faire une biopsie d'organe il est beaucoup plus facile et confortable pour le 
malade d'effectuer une prise de sang. 


Origine Origine 



Figure 10.1 • Origine des differentes enzymes presentes dans le serum humain. 
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Les enzymes que Ton retrouve dans le serum proviennent du foie, du coeur, 
du pancreas, de la prostate et des muscles. 

L'interet de la determination des enzymes est multiple : 

- il permet de deceler une maladie avant meme qu'elle ne soit cliniquement 
percevable ; 

- il permet de preciser l'organe lese ; 

- et enfin pour certaines enzymes leur taux est un bon marqueur de revolu¬ 
tion de la maladie. 

Les maladies moleculaires font egalement appel a l'enzymologie. Ainsi, les 
deficits enzymatiques d'origine genetique peuvent-ils, bien entendu, etre dece¬ 
its ou confirmes grace aux methodes generates de l'enzymologie. 

On exprime les activites enzymatiques en « Unites Internationales » UI ou 
U/l. 

Une unite internationale correspond a la quantite d’enzyme qui transforme 
dans des conditions optimales bien definies (temperature, pH, quantite de sub- 
strat), une micromole de substratpar minute. 


1. Classification des enzymes plasmattques 

Le nom donne a une enzyme est base sur la specificite d'action et de substrat. 
Il existe des regies strides de nomenclature. Dans un premier temps des noms 
proches de l'organe dans lequel on les trouvait, ont ete utilises. Ainsi la pepsine 
(enzyme du sue gastrique) vient de peptique, relatif a la digestion. Ensuite on a 
ajoute le suffixe « ase » au substrat qu'elles degradaient : l'urease degrade 
l'uree et l'uricase l'acide urique. Pour commencer a rationaliser le nom des 
enzymes, on a tenu compte du nom du substrat et du type de reaction auquel on 
ajoutait le suffixe « ase ». C'est le cas de : 

- la phosphofructo-kinase ; 

- la pyruvate-kinase ; 

- et de la L-lactate-deshydrogenase par exemple. 

L'Union internationale de biochimie a un registre de toutes les enzymes, une 
numerotation et une classification officielle. 

Cette numerotation comprend 4 chiffres. 

Le premier designe la classe de l'enzyme qui depend du type de reaction 
catalysee : 

1. Oxydo-reductases (transferent des electrons). 

2. Transferases (transferent des atomes ou des groupes d'atomes). 

3. Hydrolases (coupent des liaisons en ajoutant une molecule d'eau). 

4. Lyases (coupent des liaisons : carbone - carbone ; carbone - oxygene par 
d'autres moyens que l'oxydation ou l’hydrolyse). 

5. Isomerases (catalysent l'isomerisation). 
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6. Ligases (forment des liaisons entre un carbone et un metalloi'de en utilisant 
l'energie fournie par l'hydrolyse d'une molecule d'ATP). 

Le second chiffre designe la sous-classe de l'enzyme, qui est definie selon le 
mecanisme de la reaction. Ainsi par exemple, les deshydrogenases transferent 
des atomes d'hydrogene. 

Le troisieme chiffre designe la nature de la molecule servant d'accepteur. 

Le quatrieme enfin, represente le numero d'ordre de l'enzyme dans le sous 
groupe. 

Exemple : laL-lactate deshydrogenase a pour numerotation : EC 1.1.1.27. 


1.1. Enzymes specifiquement plasmatiques 

Les enzymes specifiquement plasmatiques sont des composants habituels et 
fonctionnels du plasma. Elies sont presentes a un taux constant maintenu par la 
production active d'un ou plusieurs organes. 

Quelques exemples peuvent etre donnes : 

1.1.1. Ceruleoplasmine 

La ceruleoplasmine est une enzyme d'oxydation portant du cuivre. Le cuivre 
y est fortement lie et il est impossible de le separer sans denaturer la proteine. II 
y a 8 atomes de cuivre sur chaque molecule de ceruleoplasmine, ce qui lui 
confere la couleur bleue des sels de cuivre lorsqu'elle est purifiee. 

Au cours de l'inflammation, l'interleukine 1 stimulerait de faqon specifique la 
transcription et la traduction de genes codant principalement les proteines plas¬ 
matiques de la phase aigue, done de la ceruleoplasmine. Le taux sanguin de la 
ceruleoplasmine augmente rapidement dans l'inflammation. 

1.1.2. Lipoproteine lipase 

Elle est produite, a la surface de l'endothelium capillaire, par les cellules 
endotheliales. Elle hydrolyse les trigyeerides des chylomicrons et des VLDL, 
liberant leurs acides gras. C'est le facteur clarifiant du plasma. 

1.1.3. Enzymes de la coagulation etde lafibrinotyse 

Elies sont egalement specifiques du plasma oil elles exercent leur fonction 
particuliere dans la cascade reactionnelle de l'hemostase ou de la Hbrinolyse. 

E lles sont synthetisees par le foie expliquant que, lorsque la capacite de syn- 
; these de l'hepatocyte diminue, l'activite plasmatique de ces enzymes diminue 
ssi. Leur determination fera partie de l’exploration fonctionnelle hepatique. 
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12. Enzymes non specifiquement plasmatiques 

Ce sont des enzymes simplement vehiculees dans le sang, n'ayant pas de 
fonction plasmatique evidente, et presentes normalement a un taux faible. 

On peut distinguer : 

1.2.1. Enzymes d'excretion 

Ces enzymes sont synthetisees par des glandes exocrines. 

Citons par exemple les enzymes suivantes : 

- Phosphatase acide de la prostate ; 

- Phosphatase alcaline du foie ; 

- Amylase du pancreas ; 

- Lipase du pancreas. 

1.2.2. Enzymes cellulaires 

Les enzymes cellulaires appartiennent a tous les metabolismes et leur nombre 
est considerable. Certaines ont une localisation tres particuliere dans certains 

tissus. 

On peut ainsi identifier l'organe d'ou proviennent les enzymes dont les taux 
seriques sont modifies. 

En comparant les resultats obtenus pour les enzymes qui passent rapidement 
dans le plasma et qui ont une duree de vie courte (CK, TGO) et pour les 
enzymes qui ont une longue duree de vie et qui passent rnoins rapidement dans 
le serum (TGP et a HBDH), on peut determiner la phase d'une affection aigue. 


2 . Problemes rencontres en enzymologie clinique 

2.1. Specificite d'organe 

L'ideal serait de rencontrer pour chaque organe, une enzyme specifique pro¬ 
duce uniquement par cet organe. Ainsi 1'ornithine carbamyl transferase (OCT) a 
une origine hepatique stricte et elle est done un marqueur tres specifique de 
l'atteinte de l'hepatocyte. 

Ce n'est malheureusement pas souvent le cas. 

Toutefois l'etude de la repartition des isoenzymes dans differents organes 
permet de retrouver une meilleure specificite d'organe. Ainsi, la L-lactate 
deshydrogenase qui peut provenir du foie, du coeur, des reins, des globules 
rouges, a une isoenzyme specifique du coeur, LDH 1 ou aHBDH. Son dosage 
presente done un grand interet. De meme, la creatine kinase (CK), enzyme mus- 
culaire, possede une isoenzyme, la CK MB d'origine myocardique. 

Les enzymes liberees dans le plasma sont ensuite catabolisees ou eliminees. 
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La concentration serique d'une enzyme a un moment donne depend de l'equilibre 
entre deux facteurs : la liberation cellulaire et le catabolisme de la proteine. On 
peut done definir une demi-vie dans le serum qui est variable d'une enzyme a 
l'autre. Ainsi, apres un infarctus du myocarde, le taux de la CK MB (demi-vie 12 a 
15 h) se normalise plus vite que celui de 1’aHBDH (demi-vie 50 a 120 h). 


Tableau 10.1 • Demi-vie de quelques enzymes plasmatiques. 


TGO 

17 

+ 

5 heures 

TGP 

47 

+ 

10 heures 

LDHl(aHBDH) 

113 

+ 

60 heures 

LDH5 

10 

j; 

2 heures 

CK 



env. 15 heures 

Phosphatase alcaline 

3 

- 

7 jours 

yGT 

3 

- 

4jours 

Amylase 

3 

- 

6 jours 

Lipase 

3 

- 

6 heures 


2.2. Expression des resultats 

La vitesse d'une reaction catalysee par une enzyme depend de nombreuses 
conditions experimentales : concentration en enzyme, nature et concentration du 
ou des substrats, temperature, pH, presence d'activateurs. Les conditions ideales 
pour la mesure d'une activite enzymatique ne devraient dependre que de la 
concentration en enzyme. La methode est alors dite optimisee. 

Selon les methodes conventionnelles utilisees depuis des annees, avec des 
conditions reactionnelles non optimales, la comparaison des resultats d'un labo- 
ratoire a l'autre n'est guere possible. 

La modification des concentrations des substrats et des coenzymes, du tam¬ 
pon, du pH, de la temperature, ainsi que l’utilisation d'activateurs permettent 
d'obtenir des activites plus elevees ; en meme temps on se rapproche de la 
condition requise dans la definition de l'unite internationale, en vue d'obtenir la 
meilleure standardisation possible. 

2.2.1. Unite internationale 

Une unite internationale correspond a la quantite d'enzyme qui catalyse la 
transformation d'une micromole de substrat par minute, dans des conditions 
optimales de concentration en substrat, de pH et a une temperature definie. 

Dans les liquides biologiques, les resultats sont exprimes en unites internatio- 
nales (UI) ou en unites par litre (U/l). Une nouvelle unite doit remplacer l'unite 
internationale, le katal. 
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Un katal definit Vactivite catalytique permettant la conversion d'une mole de 
substratpar seconde dans les conditions operatoires definies ci-dessus. 

Enpratique dans les liquides biologiques, on est amene a retenir le nanoKatal. 

(1 U/l = 16,67 nKat/1). 

L'unite internationale, malgre son nom, ne resout malheureusement pas tous 
les problemes. 

2.2.1.1. Problemes de temperature 

En ce qui concerne la temperature, la Societe allemande de chimie clinique 
conseille 25 °C, la Societe franqaise de biologie clinique (SFBC) propose des 
normes a 30 °C et les Etats-Unis 37 °C. II est important de noter les differences 
de valeurs usuelles obtenues en fonction de la temperature. II existe toutefois 
des facteurs de conversion pour passer d'une temperature a l'autre. 

Le tableau 10.2 montre les grandes differences obtenues en fonction des dif- 
ferentes temperatures. 


Tableau 10.2 • Valeurs usuelles seriques obtenues pour quelques enzymes (en U/l) 
par des methodes optimisees a differentes temperatures. 



25 °C 

30 °C 

37 °C 

Amylase 

6-30 

7-37 

10-55 

Creatine Kinase Homme 

10-80 

15-130 

25-195 

Femme 

10-70 

15-110 

25-170 

yGT 

6-24 

8-33 

11-43 

LDH 

100-240 

140 - 330 

200-480 

ccHBDH 

55-145 

70 - 190 

80 - 220 

5' Nucleotidase 

<3 

<;5 

2=9 

Phosphatases acides 


=£7 

< 10 

Phosphatases 
alcalines Enfant 

110-720 

145-950 

180-1 200 

Adulte 

60-170 

80-220 

100-290 


2.2.I.2. Problemes de substrat 

Nous prendrons comme exemple les phosphatases alcalines pour montrer 
que l'activite enzymatique d'une meme enzyme est tres differente d'un substrat 
a l'autre. De nombreuses methodes, utilisant differents substrats, ont ainsi vu le 
jour et donne des resultats exprimes en unites suivies du nom de l'auteur qui 
avait propose la technique (exemple : methode de Bodansky, exprimee en unites 
Bodansky). 
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La technique de Bodansky utilise le p-glycerophosphate comme substrat. 
Apres coupure du glycerol et du phosphate par la phosphatase alcaline, on ter- 
mine par un dosage du phosphate a 37°. Les valeurs usuelles sont alors 1 a 
4 unites Bodansky, ce qui correspond a 18 et 27 U/l. 

La technique de King et Armstrong utilise le phenylphosphate a 37° comme 
substrat et dose le phenol forme. Les valeurs usuelles, selon King et Armstrong, 
sont de 4 a 12 U K.A., dont la correspondance avec les U/l est donnee dans le 
tableau 10.3. 


Tableau 10.3 • Correspondance des unites Bodansky, King Armstrong et Bessey 
Lowry en U/l. 


Methodes utilisees 

Valeurs usuelles 

Valeurs usuelles 
transformees en U/l 

Methodes optimisees 

30-126 U/l 

30-126 U/l 

Bodansky 

1-4UB 

18-27 U/l 

King Armstrong 

4-12 UKA 

10-46 U/l 

Bessey Lowry 

1,2-6 UBL 

30-100 U/l 


La methode de Bessey Lowry a pour substrat du paranitrophenylphosphate qui 
sera transforme par la phosphatase en paranitrophenol dont on dosera la colora- 
tionjaune au spectrophotometre. 

Le tableau 10.3 montre bien que l'expression des resultats en U/l n’apporte 
aucune standardisation si la technique utilisee n'est pas mentionnee. 

2.2.2. Principe general de la mesure d'une activite 

Pour determiner l'activite enzymatique d'une enzyme on utilise la reaction 
catalysee par l'enzyme et l'on dose la quantite de produit forme ou la quantite 
de substrat detruite au cours d'un temps determine (la minute). 

Nous pouvons pour cela utiliser des methodes colorimetriques en point final 
comme c'est le cas dans la methode Bodansky ou bien utiliser la cinetique 
d'apparition du produit comme dans la methode de Bessey Lowry. 

Enfin bien souvent, on essaie d'introduire un coenzyme nicotinique, soit 
dans une reaction directe, comme c’est le cas pour la determination de la lacti- 
codeshydrogenase (LDH), soit en utilisant une cascade de reactions afin de ter¬ 
miner par une reaction utilisant le couple NAD" 1 ", NADH,H + ce qui est le cas de 
la determination de l'aspartate amino-transferase (AS AT), ou le couple NADP 4 ", 
NADPfLH' 1 ' pour la determination de l'activite catalytique de la creatine kinase 
(CK). 
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2.2.2.1. Methode calorimetrique en point final 

Exemple : phosphatases alcalines determinees par la methode de 
Bodansky. 

Les phosphatases alcalines agissent sur le (3 glycerophosphate pour le trans¬ 
former en glycerol et acide phosphorique. Le dosage en point final des phos¬ 
phates produit une coloration proportionnelle a la quantite de phosphatases alca¬ 
lines dans le serum. 

2.2.22. Methode calorimetrique en cinetique 

Exemple : phosphatases alcalines determinees par la methode de Bessey 
Lowry. 

Cette methode peut etre realisee aussi bien en point final qu'en cinetique. Elle 
utilise la reaction suivante, en milieu alcalin : 

Paranitrophenyi phosphate + H 2 0 lllM ~ > paranitrophenol 

+ acide phosphorique 

La vitesse de formation du paranitrophenol est proportionnelle a la quantite 
d'enzyme dans le serum. 

2.2.23. Determination de I'activite aspartate 2 oxoglutarate aminotransferase 
TGO ouASAT (aspartate aminotransferase) selon les recommanda- 
tions de la SFBC 

Les deux reactions suivantes sont couplees : 

TGO 

1) L-aspartate + a-cetoglutarate <---> oxaloacetate + L-glutamate 

2) Oxalaoacetate + NADH,H + * MPH » L-malate + NAD + 

MDH = Malate deshydrogenase. a-cetoglutarate = 2 oxoglutarate 
Deux temps peuvent etre distingues : 

- mise en temperature des reactifs et elimination des reactions parasites (id 
consommation de l'oxaloacetate present dans l'echantillon) ; 

- declenchement de la reaction par addition de 2 oxoglutarate et mesure de 
la vitesse de diminution de Vabsorbance a 340 nm (cinetique decroissante) 
apres que l'equilibre entre les deux reactions ait ete atteint. 

Les methodes cinetiques utilisant le couple NAD" 1 ', NADH, H" 1 " sont aujourd'hui 
tres employees en chimie clinique pour determiner des activites enzymatiques. 

2.2.3. Standardisation des methodes de mesure d'activite enzymatique 

L'utilisation des methodes recommandees par la Societe franqaise de biologie 
clinique (SFBC) pour mesurer la concentration catalytique des differentes 
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enzymes dans le serum doit contribuer a l'amelioration des resultats en permet- 
tant une meilleure precision et conduire a une appreciation standardisee de la 
concentration catalytique de ces enzymes dans les laboratoires de biochimie cli- 
nique. 

L'ideal serait que tous les laboratoires utilisent le mime substrat, les memes 
activateurs de reaction, le meme pH et la mime temperature. A ce moment-la 
seulement les resultats pourront etre compares. 


p. Principales enzymes d'inter et clinique 

3.1. Phosphatases 

Les phosphatases sont des phosphomonesterases qui coupent la liaison ester 
phosphorique par hydrolyse en liberant de l'acide phosphorique. Ainsi par 
exemple : 

Glucose 6-Thiosrlhaie + Glucose 6^hgsphatas^ > glucose + acMe 

I phosphorique 

li 

r Le pH optimum de ces phosphatases varie selon l'origine organique de 
l'enzyme. II existe dans le serum deux types de phosphatases. Les phosphatases 
qui agissent a pH acide et les phosphatases qui agissent a pH alcalin. Cela 
explique leur denomination. 

3.1.1. Phosphatases alcalines 

3.1.1. L Role 

Les phosphatases alcalines sont des enzymes dimeriques de type metallogly- 
coproteique. Ce sont des phosphomonoesterases de type I, leur activite optimale 
est comprise entre pH 7,5 et pH 9,6. 

Ces enzymes se trouvent dans de nombreuses cellules en particulier dans les 
zones de croissance des os, la muqueuse intestinale, le rein, le foie, le cerveau, 
les leucocytes. Leur elimination se fait par la bile. 

! 3.1.1.2. Valeurs usuelles 
L - Adultes: 30 a 125 Vfl. 

r - Enfants : 110 a 400 U/l (technique au paranitrophenylphosphate, cinetique 
a 37°). 
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3.1.13. Variations pathologiques 

Des augmentations des phosphatases alcalines sont observees dans les 
affections hepatiques et les affections osseuses. 

> AFFECTIONS HEPATIQUES 

L'augmentation des phosphatases alcalines est un signe de cholestase. 

Tout ictere avec un taux de phosphatases alcalines normal doit faire penser a 
une cirrhose, une hepatite ou une hemolyse. 

devolution du taux de bilirubine est differente de celle des phosphatases 
alcalines. La dissociation phosphatases alcalines elevees et bilirubine normale 
est un signe de cancer secondaire du foie. 

En revanche, lorsqu'un ictere se traduit par une forte augmentation des phos¬ 
phatases alcalines et une augmentation moderee du taux des transaminases, il 
faut penser a un ictere par retention. 

Les phosphatases alcalines sont augmentees dans les cancers primitifs du foie 
et lors des calculs des voies biliaires. 

► AFFECTIONS OSSEUSES 

Les phosphatases alcalines sont augmentees dans les affections suivantes : 

- La maladie de Paget. Les taux de phosphatases alcalines peuvent etre 20 a 
30 fois plus eleves que la normale. Cette indication est importante au debut de la 
maladie lorsque les signes radiologiques ne sont pas encore visibles. 

- Les osteomalacies et le rachitisme. 

- Les tumeurs osseuses. 

- Les leucoses et la maladie de Hodgkin. 

On note par contre une hypophosphatasemie dans les maladies suivantes : 

- Les hypophosphatasemies congenitales. 

- L'hypoparathyroidie. 

- L'ictere hemolytique. 

3. 1.1.4. Determination de I'activite enzymatique des phosphatases alcalines 

Les phosphatases alcalines catalysent Vhydrolyse du paranitrophenylphos- 
phate (PNPP) en paranitrophenol et acide phosphorique. Le paranitrophenol 
(PNP) de coloration jaune est libere proportionnellement a I'activite de la phos¬ 
phatase et est mesure par photometrie en milieu alcalin. 

PNPP + H,0 P h ”P hallKe akaline > PNP + PO.H, 

La differenciation des activites d'origine osseuse et d'origine hepatique peut 
se faire en utilisant la thermosensibilite de la fraction osseuse a 56 °C pendant 
10 minutes. 
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3.1.2. Isoenzymes des phosphatases alcalines 

La separation des isoenzymes des phosphatases alcalines est particulierement 
difficile. Elle se fait habituellement par electrophorese qui differencie difficile- 
ment les fractions hepatiques des fractions osseuses. Seul le support « IsoPAL » 
permet de les separer selon le schema de la figure 10.2. 



Figure 10.2 • Electrophorese des isoenzymes des phosphatases alcalines 
A = diverses fractions theoriques. 

B = trace a l'etat normal. 


La repartition physiologique des isoenzymes chez■ un individu sain est la sui- 
vante : 

- fraction osseuse 50 a 70 % ; 

- fraction hepatique 30 a 50 %. Ces deux fractions sont les plus importantes ; 

- fraction intestinale 0 a 20 %. Cette fraction est inconstante. 

L'enfant a, jusqu'a l'adolescence, une predominance de l'isoenzyme osseuse 
qui peut atteindre 90 % et qui va, bien entendu, de pair avec l'elevation physio¬ 
logique du taux des phosphatases alcalines seriques. 

Les differentes formes retrouvees dans le serum sont codees par trois genes 
differents. 

3.1.2.1. Isoenzymes normalement presentes dans le plasma humain 

Ces isoenzymes sont constitutes essentiellement de la forme hepatique H, et 
de la forme osseuse, codees par un gene « aspecifique » que l'on retrouve dans 
l'os et dans le foie. 

Une troisieme forme macromoleculaire (appelee encore fraction hepatique 
rapide, biliaire, extra-hepatique ou H 9 ) correspondrait a des molecules de phos¬ 
phatases alcalines, associees a des fragments de membrane hepatique. Cette iso¬ 
forme a des mobilites electrophoretiques variables, selon le support : elle peut 
etre tres rapide sur acetate de cellulose, et beaucoup plus lente sur agarose (d'oii 
sa terminologie differente). Sa presence est significative d'une pathologie qui 
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peut etre non cancereuse (cholestase) ou cancereuse avec ou sans metastase 
hepatique. 

3.1.2.2. Isoenzyme d'origine intestinale 

L'isoenzyme intestinale est codee par un gene s'exprimant dans l'epithelium 
intestinal. 

Cette forme est exempte d'acides sialiques, et presente chez 15 a 20 % des 
individus, plus particulierement ceux dits secreteurs des groupes sanguins 0 et 
B. On peut trouverjusqu'a trois fractions sur support d'agarose. 

3.1.2.3. Isoenzyme d 'origine placentaire 

Habituellement absente chez les sujets normaux, cette isoenzyme placentaire 
est trouvee dans le placenta de la femme enceinte a partir du 4 e mois de la gros- 
sesse etjusqu'au terme. 

On peut retrouver une forme placentaire associee (dite placenta], like PALP) 
dans le serum de certains patients cancereux (cancers de l'ovaire, du col de 
l'uterus, du poumon). Elle est appelee isoenzyme de Regan. 

Une autre forme associee ou isoenzyme de Nagao a ete trouvee dans certaines 
tumeurs (testicule, thymus). 

Ces deux dernieres formes pathologiques se differencient de la fraction pla¬ 
centaire par leurs proprietes immunologiques. 

D existe enfin une autre forme dite intestinale fcetale. C’est une enzyme hete- 
romere qui s'exprime au niveau de l'intestin du foetus jusqu'a 25 et meme 
32 semaines de gestation (et peut-etre dosee dans le liquide amniotique). R ile 
est composee de deux isoformes d'origine intestinale et placentaire. Elle pos- 
sede done les proprietes biochimiques a la fois des isoenzymes intestinale et 
placentaire. 

3.1.3. 5' nucleotidase 

La 5' nucleotidase a une localisation hepatique preponderate bien qu’on 
puisse la retrouver dans beaucoup d'autres tissus. Dans l'hepatocyte, elle se 
trouve au niveau des membranes, fonctionne a pH alcalin et a pour substrat les 
nucleotides phosphoryles en position 5' du pentose. 

Les valeurs usuelles sont inferieures a 9 Vil. 

Cette enzyme est specifique de la pathologie hepatobiliaire. Elle augmente au 
cours des cholestases intra ou extra-hepatiques. 

Une dissociation entre les phosphatases alcalines elevees et un taux normal 
de 5' nucleotidase oriente vers une affection d'origine osseuse. Dans ce cas la 
separation electrophoretique des isoenzymes de la phosphatase alcaline permet 
de lever l'ambigui'te. 
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3.1.4. Phosphatases acides 

3.1.4.1. Role 

Les phosphatases acides sont des phosphomonoesterases de type II, leur acti¬ 
vity optimale se trouve comprise entre pH 4,5 et pH 6. Les phosphatases acides 
se trouvent dans les tissus suivants : prostate, foie, rein, rate, globules rouges. 

Le taux serique des phosphatases acides totales n'est guere different chez 
1'honrme et chez la femme, ce qui prouve qu'a l'etat normal la phosphatase 
acide d'origine prostatique passe peu dans le serum. L'activite phosphatasique 
acide du serum provient surtout des erythrocytes ou des os. 

3.1.4.2. Valeurs usuelles 
Phosphatases acides totales : 2 a 10 VU. 

Phosphatase acide prostatique : < 3,5 VU (Technique au p. nitrophenylphos- 
phate, cinetique a 37 °C). 

Elle est determinee de fagon indirecte apres inhibition de son activite par le 
tartrate a pH 5 ou par dosage specifique inrmunologique. 

3.1.4.3. Variations pathologiques 

Les phosphatases acides augmentent fortement dans les cancers de la pros¬ 
tate en particulier avec nretastases osseuses. 

Cependant leur manque de specificite leur fait preferer d'autres marqueurs : 
ainsi actuellement le marqueur PSA (antigene specifique de la prostate) est 
plus interessant ; il permet parfois de deceler une pathologie tunrorale avant que 
la clinique ne puisse le faire (cf. Marqueurs tumoraux, chapitre 9). 


3.2 Transaminases 

Les transaminases permettent le transfert du groupement amine d'un acide 
amine sur un acide a cetonique. L'acide amine est alors transforme en acide a 
cetonique correspondant et l'acide a cetonique en acide amine. 

Les deux principales reactions de transamination sont catalysees par les trans¬ 
aminases TGO ou ASAT et TGP ou ALAT. 

3.2.1. Transaminase glutamo oxaloacetique ou L-aspartate : 2 oxoglutarate 
aminotransferase 

3.2.1.1. Role 

i La transaminase glutamo-oxaloacetique ou TGO ou ASAT (aspartate amino¬ 
transferase) catalyse la reaction suivante : 
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Acide glutamique + Acide oxaloacetique <- > acide a cetoglutarique + 

acide aspartique. 

La TGO est essentiellement presente dans le coeur, mais on la trouve aussi 
dans le foie, le rein et les muscles. 

3.2.1.2. Valeurs usuelles 

5 a 40 U/l (Cinetique UV a 37 °C). 

3.2.1.3. Determination de I'activite enzymatique de la TGO 

Les mesures sont effectuees a l'aide de reactions couplees pour permettre 
l'utilisation du coenzyme NADH,H nl ", dont on mesure la diminution d'absor- 

bance. 

La TGO catalyse la reaction : 

TOO 

L-aspartate + 2 oxoglutarate -S> oxalo acetate + L-glutamate cette 

reaction est couplee avec la reaction suivante : 

Oxalo acetate + NADH + H+- MDH ) L-malate + NAD + , 

La vitesse d'oxydation du NADH est proportionnelle a I'activite catalytique 
de la TGO. Elle est determinee par mesure de la diminution de l'absorbance a 
340 nm. 

3.2.2. Transaminase glutamo-pyruvique ou alanine amino-transferase 

3.2.2.1. Role 

La transaminase glutamo-pyruvique (TGP) est encore appelee alanine amino 
transferase (ALAT). Elle est essentiellement presente dans le foie mais on la 
trouve aussi dans le coeur, le rein. 

La TGP catalyse la reaction suivante : 

TGP 

Acide glutamique + acide pymvique-> acide a cetoglutarique + alanine. 

3.2.2.2. Valeurs usuelles 

5 a 55 U/l (Cinetique UV a 37 °C). 

3.2.2.3. Determination de I'activite enzymatique de la TGP 

A l'exception de la temperature, les differentes societes scientifiques, SFBC 
(Societe frangaise de biologie clinique), IFCC (International federation of clini- 
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cal chemistry societies) et SSCC (Societe suisse de chirnie clinique) recomman- 
dent les memes conditions de reactions. 

Les reactions sont touiours couplees afin de permettre l'utilisation du 
NADH: 

TGP 

L-Alanine + 2 oxoglutarate-» pyruvate + L-glutamate. 

LDH 

Pyruvate + NADH + H + - > L-lactate + NAD + . 

La vitesse d'oxydation du NADH est proportionnelle a l'activite catalytique 
de la TGP. Elle est determinee par mesure de la diminution d'absorbance a 
340 nm. 

3.2.3. Variations pathologiques des transaminases 

3.2.3.1. Affections cardiaques 

La mesure de l'activite des transaminases est tres utile pour le diagnostic de 

l'infarctus du myocarde. 

devaluation de la TGO y est la plus importante. Mais, bien que la TGP ait un 
role moins grand puisque d'origine principalenrent hepatique, une augmentation 
de la TGP et de la TGO donne une indication du degre de l'atteinte hepatique 
eventuelle, pouvant etre consecutive a une insuffisance cardiaque post-infarctus. 

Lore d'un infarctus du myocarde, l'augmentation de la TGO commence a la 
() heure, sepoursuitjusqu'a la 36 c heure etretourne a la normale au bout de 
5 a 6jours. 

On trouve egalement une augmentation des TGO dans les embolies pulmo- 
naires et les infarctus renaux. 

f 3.2.3.2. Affections hepatiques 

Dans les affections hepatiques, la demande d'analyse n'est pas linritee a une 
transaminase mais aux deux, TGO et TGP. 

Dans les hepatites aigues, l'augmentation des TGO mais surtout des TGP 
commence avant meme que l'ictere ne soit declare. 

L'augmentation du taux des TGP signe en effet une cytolyse hepatique qui 
permet de suivre revolution de la maladie et une rechute eventuelle. 
jr L'augmentation des transaminases est le seul signe biologique des hepatites 
anicteriques. 

Dans les hepatites chroniques, l'augmentation des transaminases est nrode- 
ree, elle traduit l'atteinte parenchymateuse par necrose cellulaire. 

Les obstructions des voies biliaires provoquent une augmentation moderee 
des transaminases. Le retour a la normale est rapide. 
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33. Lactate deshydrogenase 

3.3.1. Role 

La lactate deshydrogenase (LDH) est presente dans de nombreux organes, 
cceur, foie, muscle, rein. 

R ile catalyse la reaction suivante : 

T DH 

Acide pyruvique + NADH,H' L ' <-> acide lactique + NAD' 1 '. 

3.3.1.1. Valeurs usuelles 

200 a 600 U/l (cinetique UV a 37 °C par la methode des plaques LDH Vitros, 
lecture a 340 nm). 

De tres nombreuses methodes donnent des valeurs physiologiques des LDH 
inferieures a 250 U/l, tout en utilisant aussi des cinetiques a 37 °C avec lecture a 
340 nm. Nous retrouvons ici toute l'importance de la standardisation de la 
mesure des activites enzymatiques. 

3.3.2. Variations pathologiques 

3.3.2.1. Affections cardiaques 

Lors d'un infarctus du myocarde, l'augmentation du taux de LDH debute a la 
Iff heure, atteint son maximum de la 48 e heure a la 72 e heure, le retour a la 
normale s'effectuant en 15 jours. 

3.3.2.2. Affections hepatiques 

Les valeurs des LDH augmentent beaucoup au cours des hepatites. 

Le taux est egalement tres eleve dans les icteres prehepatiques. L'augmenta¬ 
tion est importante dans les icteres hemolytiques. 

Dans les metastases hepatiques des cancers on constate une forte augmenta¬ 
tion du taux des LDH. 

Les LDH augmentent egalement dans les intoxications aigues graves avec 
hepatonephrite, dans les tumeurs en general. 

3.3.2.3. Anemies 

L'anemie pernicieuse presente des valeurs extremement elevees de LDH pou- 
vant atteindre 8 000 a 10 000 U/l. 

Les anemies hemolytiques presentent des taux de LDH moins eleves de 
1 000 a 2 000 U/l. 

Lors des derniers mois de la grossesse et au moment de l'accouchement, on 
peut remarquer une augmentation du taux des LDH qui revient rapidement a la 
normale. 
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3.3.3. Determination de Vactivite enzymatique de la lactate deshydrogenase 

Nous avons deja vu plusieurs fois cette reaction qui est souvent couplee a 
d'autres pour determiner les activites d'autres enzymes. 

Ici la reaction est directe : 

LDH 

Pyruvate + NADH,H ++ « -» L-lactate + NAD+ 

La vitesse initiale d'oxydation du NADH est proportionnelle a l'activite cata- 
lytique de la LDH. Elle est determinee par mesure de la diminution d'absor- 
bance a 340 nm. 

3.4. Isoenzymes des LDH 

La lactate deshydrogenase serique possede cinq varietes d'isoenzymes diffe- 
rentes qui peuvent etre separees par electrophorese du serum sur acetate de cel¬ 
lulose. 

Ces isoenzymes resultent de l'association quatre par quatre de deux types de 
protomeres (A et B). 

LDH t = 84 
LDH 2 = AjB 3 
LDH3 = A 2 B 2 
ldh 4 = a 3 b 1 
LDH 5 = A4. 

Chaque isoenzyme a un poids moleculaire voisin de 140 000 Da et chaque 
monomere un poids moleculaire de 35 000 Da. 

3.4.1. Etude electrophoretique globule 

A l'electrophorese les 5 isoenzymes sont separees suivant leur vitesse de 
migration en LDHj, LDH 2 , LDH 3 , LDH 4 et LDH:5. La LDHj est la plus rapide. 

La repartition de ces isoenzymes varie selon les tissus. La LDH, predo- 
mine dans le cceur alors que la LDHc predomine dans le foie et dans les muscles 
squelettiques. 

Devaluation quantitative de chaque variete d'isoenzymes est interessante en 
clinique, car l'atteinte d'un organe entrainera le passage dans le serum du type 
d'isoenzyme qu'il contient. 

Les pourcentages de chacun des isoenzymes de LDH observes dans le serum 
humain sont les suivants : 

LDHj = 20 % 

LDH;, = 40 % 

LDH3 = 20 % 

LDH4 = 10 % 

ldh 5 = 10 %. 
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Lors d'un infarctus du myocarde on trouve surtout dans le serum de la LDHj 
d'origine cardiaque, qui represente alors environ 50 % (figure 10.3). 

Lors d'une hepatite infectieuse on constate une augmentation de la LDIL, 
pouvant atteindre 50 %. 

Dans les myopathies la LDH 5 n'est pas presente car la biosynthese ne se fait 
pas, a cause d'un deficit genetique. 

3.4.2. a-hydroxybutyrate deshy drogenase a HBDH 

L'a-hydroxybutyrate deshydrogenase est l'isoenzyme rapide de la LDH, 
LDH), ou B4, specifique du myocarde. 

Elle catalyse la deshydrogenation de l'a-hydroxybutyrate, utilisant directe- 
ment les coenzymes nicotiniques. 

a hydroxybutyrate + NAD + <--> a cetobutyrate + NADH, H" 1 ". 

L'a-HBDH presente dans l'infarctus du myocarde une augmentation qui 
debute a la 12 e heure et son maximum est compris entre la 30 e et la 72 e heure. 



Figure 10.3 • Courbe electrophoretique des isoenzymes des LDH, avec les pourcen- 
tages de chaque isoenzyme, d'un serum de malade presentant un infarctus du myocarde. 
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3.5. Creatine kinase 

15.2. Role 

La creatine kinase ou CK est une enzyme d'origine musculaire. myocardique 
et cerebrate qui catalyse le transfert d'un phosphate de l'ATP sur la creatine, 
permettant ainsi le stockage d'energie en vue de la contraction musculaire. 

CK 

Creatine+ATP <-> Creatine Phosphate + ADP. 

Rappelons que ce phosphagene ou creatine phosphate participe activement a 
la contraction musculaire en tant que fournisseur de deuxieme rang pour l'ATP 
necessaire. Le premier rang est l'ATP present sur les fibres de myosine en 
contact avec l'actine et le troisieme rang est l'ATP fabrique par la glycogeno- 
lyse et la glycolyse. 


3.5.2. Valeurs usuelles 

40 a 290 Vil (Cinetique UV a 37 °C). 


3.5.3. Variations pathologiques 

Dans I'infarctus du myocarde l'elevation du taux de CK est tres precoce 
(des la 3 e heure) pour atteindre son maximum entre la 24 e et la 36 e heure et 
revenir a la normale en 3 ou 4 jours. 

Dans les myopathies, l'augmentation est importante des le debut de la mala- 
die. Le dosage de la CK est interessant pour depister les jeunes filles heterozy¬ 
gotes (porteuses du gene), qui sont susceptibles de transmettre la tare heredi- 
; taire. Leur taux de CK est en effet toujours superieur a celui d'une population 
feminine du meme age. 

On peut observer une legere augmentation de la CK en fin de grossesse et au 
moment de l'accouchement. Les taux redeviennent rapidement normaux. 


3.5.4. Determination de Vactivite enzymatique de la creatine kinase 

L'ensemble des reactions suivantes permet de determiner l'activite de la crea¬ 
tine kinase : 


Creatine phosphate + ADP <- 


CK 


-> creatine + ATP. 


ATP +T) glucose < hexokinase ^ ^pyp + g| ucose g phosphate. 


Glucose 6 phosphate + NADP+ < 


G<PDH 


-> gluconate 6 phosphate + NADPH, H"*". 


GgPDH = Glucose 6 phosphate deshydrogenase. 
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La vitesse de formation du NADPH est proportionnelle a l'activite catalytique 
de la CK. Elle est determinee par mesure de l'augmentation d'absorbance a 
340 nm. 

3.6. Isoenzymes de la CK 

La CK est une enzyme dimerique composee de deux sous-unites polypepti- 
diques : M (muscle) et B (brain = cerveau) qui ferment en s'associant trois 
isoenzymes : CKgg ou CKp CK MB ou CK 2 et CK MM ou CK 3 . 

Ces isoenzymes sont trouvees chez le sujet normal dans des proportions dif- 
ferentes selon les tissus : le cerveau renferme pratiquement 100 % de CKgg, les 
muscles squelettiques environ 96 % de CK MM et 4 % de CK MB , le myocarde 
60 % de CK mm et 40 % de CK MB . 

De petites quantites de ces isoenzymes sont egalement observees dans 
d'autres tissus, conmie le tractus gastro-intestinal ou dans divers organes paren- 
chymateux : uterus, prostate, rein, foie. 

3.6.1. CK mb 

Le principal interet de cette etude reside dans le dosage de la CK MB ou CK 2 , 
tres utile pour aider au diagnostic d'un infarctus du myocarde, pour distinguer 
un infarctus d'une embolie pulmonaire (dans le cas de l'embolie pulmonaire, la 
CK totale est elevee mais l'isoenzyme MB est normale), pour surveiller revolu¬ 
tion d'une necrose myocardique ou enfin l'etat du myocarde apres chirurgie a 
coeur ouvert. 

3.6.1.1. Valeurs usuelles 

6 a 16 U/l (cinetique UV 37 °C). 

3.6.1.2. Determination de la CK MB 

La CK>.g se compose des sous-unites CK M et CKg. L'utilisation d'anticorps 
specifiques permet l'inhibition immunologique des sous-unites CK M . L'activite 
restante ou activite CKg qui correspond a la moitie de l'activite CK MB est alors 
determinee selon la methode optimisee traditionnelle. 

Cette mesure n'est valable que dans le cas ou il n'y a pas de traumatisme cra- 
nien ou de tumeur cerebrale, car normalement le serum humain ne possede pas 
de CKgg et toute augmentation de la CKg provient bien de la CK MB . 

3.6.1.3. Determination de la CK MB massique 

La CK»,g massique fait partie des nouveaux marqueurs de la souffrance car- 
diaque, elle possede une activite enzymatique mais elle est determinee de facon 
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ponderale et non cinetique grace a l'utilisation d'anticorps monoclonaux. Les 
resultats sont alors exprimes en ug/1. Ces tests ont augmente les performances 
de la CK mb et sont preferables a la determination de la CK MB activite. 

Valeurs usuelles : inferieures a 7 fig/l. 


3.7. Isoformes de la CK 

Les isoenzymes MM et MB de la CK sont elles memes heterogenes et pre¬ 
sented des isoformes resultant de la degradation dans le plasma de la forme tis- 
sulaire des isoenzymes apres leur passage dans la circulation. Les CK MM posse- 
dent trois isoformes et les CK MB n'en possedent que deux. II existe des 
possibility de separation par electrofocalisation, les resultats sont alors donnes 
en pourcentage, mais il existe egalement des methodes immunologiques pour 
les determiner. 


3.8. Macro-CK 

Les CK, comme de nombreuses enzymes peuvent exister sous une forme par- 
ticuliere appelee « macroenzyme » qui correspond a une forme circulante d'en- 
zyme associee le plus souvent a des immunoglobulines, parfois a des lipopro- 
teines. 

On distingue deux types de macro-CK : 

- macro-CK de type 1 qui correspond a une CK,-IgG ou, rarement, a une 
CK 3 -IgA. Cette macroenzyme existerait principalement chez 2 a 5 % des 
femmes agees et serait associee a des maladies intestinales de type colite ulcera¬ 
tive ou a des infections des voies respiratoires superieures ; 

- macro-CK de type 2 ou CK mitochondriale qui est une CK auto-agregee. 
Elle serait surtout presente chez le nouveau-ne atteint d'affection neoplasique 
avec metastases hepatiques. 

En fait, la signification physiopathologique de ces macroenzymes reste mal 
comprise (dereglement immunitaire, reflet d'un processus tumoral ?) mais leur 
presence interfere avec les techniques classiques d'etude des isoenzymes. II est 
done important que le biologiste puisse les detecter. 

Le signe d'appel biologique est une valeur anormalement elevee de 
CK mb (pai'fois superieure a la CK totale), surtout avec les techniques d'im- 
muno-inhibition. 
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3.9. Amylase 

3.9.1. Role 

L'a-amylase existe dans les glandes salivaires et le pancreas. Elle degrade 
l'amidon du contenu intestinal pour le transformer en dextrines et en maltose. 

3.9.2. Valeurs usuelles 

30 a 110 Vil (cinetique UV a 37 °C). 

3.9.3. Variations pathologiques 

On note une augmentation de l'amylasemie dans les affections suivantes : 

3.9.3.1. Pancreatite aigue hemorragique 

L'amylasemie augmente au cours de la pancreatite aigue hemorragique, pou- 
vant atteindre 30 a 40 fois la valeur normale. Cette augmentation se manifeste 
entre la 3 e et 6° heure apres le debut de l'affection, atteint son maximum entre la 
20° et la 30 e heure et se normalise entre 2 a 8 jours. 

L'amylasemie doit toujours etre completee par I'amylasurie car l'amylase est 
eliminee par les urines. Le decalage des signes urinaires est de 6 a 12 heures. 

3.9.3.2. Pancreatites chroniques et cancers du pancreas 

L'augmentation de l'amylase n'est pas aussi importante que dans les pancrea¬ 
tites aigues. 

3.9.3.3. Parotidites 

L'amylasemie est augmentee dans les parotidites virales telles que les 
oreillons, et le depistage precoce des enfants contagieux a ete propose pour per- 
rnettre une eviction scolaire rapide. 

Une elevation marquee au cours de revolution de la maladie doit d'ailleurs 
faire penser a une reaction pancreatique secondaire. 

3.9.3.4. Autres affections entrainant une augmentation de l'amylasemie 

- perforation d'ulceres gastro-intestinaux ; 

- occlusions intestinales hautes ; 

- lithiase biliaire ; 

- rupture de grossesse extra uterine. 

Une augmentation de l'amylasemie peut aussi traduire un defaut d'elimina- 
tion renale par diminution de la filtration glomerulaire. 

L'amylase peut se combiner avec des glycoproteines sanguines (immunoglo- 
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bulines IgG ou IgA) pour former des « macro-amylases » qui dans ce cas ne 
seront plus filtrees par le glomerule. On observe alors une hyperamylasemie 
sans hyperamylasurie. 


3.9.4. Determination de l'activite enzymatique de l’amylase 

L'activite de l'amylase peut-etre mesuree par une methode UV en cinetique 
utilisant le maltotetraose conime substrat. 

,, , , TT „ <s amylase . 

Maltotetraose + H„0---> 2 maltoses. 


Maltose + phosphate — hydiolase > gj ucose + (3 D glucose-1 phosphate. 

- phosphoglucomutase , 

p D glucose 1 phosphate —-—-— 5 -> glucose 6 phosphate. 


Glucose 6 phosphate + NAD' 4 " 


G/PDH 


-> 6 phospho-gluconate + NADH + H" 1 ". 


G 6 PDH = glucose phosphate deshydrogenase. 

La vitesse de formation du NADH est proportionnelle a l'activite catalytique 
de l'a amylase. Elle est determinee par mesure de l'augmentation d'absorbance 
a 340 nni. 

On peut separer deux isoenzymes de l'amylase : les isoenzymes d'origine 
pancreatique et les isoenzymes d'origine salivaire. 


3.10. Lipase 

3.10.1. Role 

La lipase pancreatique, la plus importante, fonctionne en presence d'un 
cofacteur d'origine protidique, la colipase. Elle degrade les triglycerides du 
contenu intestinal en diglycerides puis en monoglycerides. Seule une partie des 
monoglycerides sera transformee en glycerol et acides gras. 

170.2. Valeurs usuelles 
20 a 210 U/l a 37 °C (cinetique a 400 nm). 

3.10.3. Variations pathologiques 

On rencontre une hyperlipasemie : 

- dans les pancreatites aigues ; 

- dans les pancreatites chroniques ; 

- dans les cancers de la tete du pancreas ; 

- dans les atteintes hepatiques. 
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On note une hypolipasemie : 

- dans les premiers mois de la grossesse ; 

- dans les maladies infectieuses (tuberculose) ; 

- dans revolution du diabete. 

3.10.4. Determination de I'activite enzymatique de la lipase 
La determination de I'activite lipasique se fait par turbidimetrie. 

lio3.se 

Triglycerides + ILO ----» glycerol + acides gras (mono et diglycerides 

solubles). 

La lecture se fait a 400 nm. 


3.11. 'Y-glutamyltransferase 

3.11.1. Role 

La *y-glLitamyltransferase ou gamma glutamyl transpeptidase ou yGT ou GGT 
exerce son activite catalytique dans des reactions de transfert et d'hydrolyse : 

'vGT 

y Glutamylpeptide + acide amine —--> y glutamyl acide amine + peptide. 

La Y-glutamyltranspeptidase sert au transport membranaire du radical gluta¬ 
myl rnais aussi d'autres aminoacides. 

3.11.2. Valeurs usuelles 

5 a 80 VU a 37 C° (cinetique a 405 nm). 

3.11.3. Variations pathologiques 

On note une augmentation des 'yGT dans les affections suivantes : 

3.11.3.1. Ethylisme chronique 

Les yGT augmentent chez tout individu qui absorbe de I'alcool en quantite. 
La prise d'alcool peut entrainer une hepatite toxique anicterique avec augmenta¬ 
tion de la 7GT. 

Dans les cirrhoses d'origine ethylique, l'augmentation des yGT est tres 
importante. 

Le retour a la normale est assez rapide des l'arret de la prise d'alcool chez un 
sujet non steatosique, alors que chez le cirrhotique les valeurs baissent mais ne 
reviennent pas tout a fait a la normale. 
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3.11.3.2. Cancers du foie 

Dans les cancers primitifs du foie et dans les cancers avec metastases hepa- 
tiques, on constate une augmentation importante et rapide de la yGT. L'augmen- 
tation de la 7 GT est souvent le premier signe de la presence de metastase hepa- 
tique. 

3.11.3.3. Cholestase 

On constate une augmentation rapide de la yGT dans tout ictere par obstruc¬ 
tion, comme d'ailleurs dans toute cholestase. 

3.11.3.4. Intoxications medicamenteuses 

De nombreux medicaments augmentent les taux de la yGT tels que les anti¬ 
coagulants, les antiepileptiques, les neuroleptiques et certains contraceptifs 
oraux. 

3.11.3.5. Affections pancreatiques et hepatiques 

On constate une augmentation de la yGT dans les pancreatites aigues et dans 
le cancer de la tete du pancreas. 

Dans les hepatites virales, la yGT ne presente pas d'interet diagnostique. Elle 
peut neanmoins etre utilisee pour confirmer la guerison. 

I 

3.11.4. Determination de I'activite enzymatique de la y-glutamy/transferase 

La determination de la 7 GT est faite par une methode cinetique colorime- 
trique utilisant le L y-glutamyl-4 nitranilide. 

•vGT 

Glutamyl-4-nitranilide+glycylgiycine -> glu-glycylgiycine+4 nitraniline. 

La vitesse de formation de la 4 nitraniline, qui correspond a I'activite de la 
]GT, est determinee en mesurant l'augmentation d'absorbance a 405 nm. 

1 

3.12. Aldolase 

3.72.7. Role 

L’aldolase est d'origine musculaire ou hepatique. 

Elle scinde le fructuose 1-6 diphosphate en 3 phosphoglyceraldehyde et phos- 
phodihydroxyacetone au niveau de toutes les cellules dans la glycolyse, et le 
fructose 1 phosphate en phospho-dihydroxyacetone et glyceraldehyde au niveau 
du foie. 
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3.12.2. Valeurs usuelles 

0,5 a 7,6 U/l a 37 °C (cinetique UV a 340 nm). 

3.12.3. Variations pathologiques 

3.12.3.1. Au niveau musculaire 

On note une augmentation considerable de l'aldolase dans les myopathies. 
L'aldolase est avec la CK une enzyme de la pathologie musculaire. 

On peut deceler chez des femmes porteuses de tare myopathique heterozy¬ 
gote une augmentation du taux de l'aldolase. 

3.12.3.2. Au niveau hepatique 

On observe une augmentation tres importante au cours des hepatites virales, 
mais en general cette enzyme n'est utilisee ni pour depister ni pour suivre revo¬ 
lution d'une hepatite virale. 

3.12.4. Determination de I'activite enzymatique de l'aldolase 

Fructose 1-6 diphosphate <- —> 3-phospho-glyceraldehyde 

+ phospho-dihydroxy acetone. 

Si on bloque la voie glycolytique du 3-phospho-glyceraldehyde, on peut 
mesurer I'activite de l'aldolase en utilisant la transformation de la dihydroxy 
acetone : 

, , ,, . , Triose phosphate isomerase , . ... , 

3-Phospho-glyceraldehyde <-—— ---—> phospho-dihydoxy 

acetone. 

, ... , , Glycerophosphate deshydrogenase ~ , 

rnospho-dihydroxy acetone <— - - — --- - --> 3 phospho- 

+ NADH,H + glycerol + NAD + 

et la encore, on mesure la decroissance d'absorption a 340 nm. 


4. Synthese clinique 

4.1. Interet des enzymes et des autres marqueurs en cardiologie 

Dans l'infarctus du myocarde il est necessaire pour etre efficace d'instaurer 
un traitement le plus rapidement possible. Le passage de la CK au niveau 
serique ne se produit pas immediatement mais au bout de trois ou quatre heures. 
Afin d'etre le plus efficace possible, il est souhaitable d'ajouter au bilan enzy¬ 
matique le dosage de la myoglobine (Mb). La myoglobine n'est pas une enzyme 
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mais, a cause de son faible poids moleculaire, elle passe plus rapidement dans le 
serum. Son origine est musculaire, cardiaque et squelettique. Elle est el i mi nee 
rapidement par les urines sous forme de myoglobinurie. 

Son dosage peut etre effectue actuellement en urgence d'une faqon fiable et 
precise par immunoturbidimetrie. La methode de reference est une methode 
radio-immunologique mais moins rapide, elle ne peut pas etre effectuee en 
urgence. 

En chirurgie cardiovasculaire, il n'est pas possible d'utiliser le dosage de la 
myoglobine car sa valeur augmente par le simple fait de l'intervention. 

4.1.1. Enzymes du bilan cardiaque 

Les enzymes du bilan cardiaque sont les suivantes, donnees par ordre chrono- 
logique : 

CK et CK mb , TGO et TGP, LDH et a HBDH. 

Seules la CK MB et l'a HBDH sont specifiques du tissu cardiaque. les autres 
se retrouvent aussi bien dans le foie que dans le coeur. 

L'augmentation de l'activite de ces enzymes et leur evolution en fonction du 
temps sont representees dans la figure 10.4 : 
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• Figure 10.4 • Representation graphique de 1'evolution des marqueurs biochimiques 
au cours de I'infarctus. 
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La diffusion plus ou moins rapide de ces enzymes est en partie fonction de 
leur poids moleculaire. Ces activites enzymatiques apparaissent, passent par un 
maximum et disparaissent a peu pres dans le rneme ordre : 

1° CK MB et CK totales. 

2° TGO. 

3° CtHBDHetLDH. 

4.1.2. Autres marqueurs 

Actuellement de nouveaux marqueurs proteiques tels que la myoglobine et 
les troponines cardiaques Tnic et TnTc jouent un role primordial. La myoglo¬ 
bine passe rapidement dans le sang et permet une reponse dans les trois heures 
qui suivent l'atteinte cardiaque, alors que la troponine plus tardive (6 e heure) est 
plus selective. 

Le couple myoglobine et troponine est pour le clinicien une aide considerable 
(cf chapitre 9 Proteines plasmatiques. Marqueurs non enzymatiques de la souf- 
france cardiaque, paragraphe 1.3.3). 

4.2. Interet des enzymes en hepatologie 

Le foie est l'organe qui renferme le plus grand nombre d'enzymes. Certaines 
enzymes sont specifiques du foie, c'est le cas de l'OCT ; d'autres enzymes se 
retrouvent egalement dans d'autres organes rnais la concentration hepatique 
reste chez l'homme la plus importante. Les enzymes de l'exploration biologique 
du foie sont les suivantes : 

1° TGO-TGP. 

2° Phosphatases alcalines et 5'nucleotidase. 

3° 'yGT. 

4° LDH. 

Ces enzymes augmentent differemment suivant qu'il s'agit d'un syndrome de 
cytolyse ou de cholestase. 

4.2.1. Cytolyse 

Le syndrome de cytolyse est commun a toute hepatite quelle qu'en soit l'ori- 
gine. 

Les transaminases sont les seules enzymes utilisees en pratique pour depister 
une hepatite. La figure 10.5 rnontre bien que l'augmentation des TGP avant 
meme le debut de l'ictere, a un role preponderant dans le diagnostic de l'hepa- 
tite aigue. 

Bien que l'importance de l'augmentation soit proportionnelle a la gravite des 
lesions, elle n’a pas de valeurpronostique. Son taux doit revenir a la normale en 
4 a 5 semaines. 
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D y a egalement une augmentation des LDH, de l'aldolase hepatique et de 
l'OCT, mais ces determinations n'apportent rien au diagnostic. 

Les phosphatases alcahnes et les yGT ne sont que tres moderement augmentees. 

Vhyperbilirubinemie conjuguee se manifeste quelques jours apres l'augmen- 
tation des transaminases. 

L'hepatite virale aigue represente le cas le plus facile a diagnostiquer. Son 
origine sera determinee par la recherche des marqueurs inununologiques. Ceci 
permettra de de teeter soit le virus A, soit le B, plus rarement le C. 

Certaines hepatites peuvent se prolonger et passer a la chronicite, pouvant se 
transformer en cirrhose. La plupart des cirrhoses non ethyliques ont effective- 
ment pour origine une hepatite virale. 

II existe aussi des hepatites anicteriques qui ne peuvent etre mises en evi¬ 
dence que par la determination des transaminases (eviction des donneurs de 
sang par exemple). 

Dans l'hepatite ethylique, on constate une augmentation rapide et impor- 
tante des 7GT. On note souvent une augmentation des TGO superieure a celle 
des TGP, comme le montre la figure 10.6. 

L'introduction du dosage systematique des transaminases dans les examens 
de sante amene parfois a rencontrer des valeurs elevees, isolees, qui ont le plus 
souvent une origine medicamenteuse. 



Figure 10.5 • Representation graphique de l'evolution des enzymes au cours d'une 
hepatite virale ictenque. 
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Figure 10.6 • Representation graphique de 1'evolution de l'activite des enzymes lors 
d'une hepatite ethylique aigue. 


4.2.2. Retention biliaire 

Au cours de l'ictere obstructif, deux enzymes presentent un grand interet, 
comme le montre la figure 10.7, ce sont les 7 GT et les phosphatases alca- 
lines. 

Les transaminases sont egalement augmentees mais de faqon bien rnoins 
importante que dans les hepatites, avec un retour a la normale tres rapide. 

On notera egalement une augmentation isolee des phosphatases alcalines a la 
suite de prises prolongees de certains medicaments tels que les antiepileptiques 
et les anticoagulants. 

Lorsque Ton observe une augmentation des phosphatases alcalines sans signe 
clinique, il est conseille de determiner les isoenzymes des phosphatases alca¬ 
lines. 

L'augmentation isolee de la 7 GT doit faire penser a un alcoolisme chronique. 
Mais cette augmentation peut aussi se produire lors de la prise prolongee de cer¬ 
tains medicaments tels que les antidepresseurs ou les anticonvulsivants. Parfois 
aucune etiologie ne pourra etre decelee (cf. chapitre 12 Exploration fonction- 
nelle hepatique). 
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Figure 10.7 • Representation graphique de 1'evolution de l'activite des enzymes au 
cours d'un ictere obstructif d'origine calculeuse. 


4.3. Enzymes musculaires 

Les enzymes interessantes sont la creatine kinase et l'aldolase. 

L'augmentation de l'isoenzyme musculaire MM de la CK existe dans 
diverses myopathies mais aussi lors d'une rhabdomyolyse d'origine traumatique 
outoxique. 

L'aldolase possede deux isoenzymes, l'une hepatique l'autre musculaire. 
L'isoenzyme hepatique n'est pas interessante car d'autres enzymes existent pour 
apprecier l'atteinte hepatique. L'isoenzyme musculaire est, par contre, beaucoup 
plus utile a mesurer, en utilisant un substrat specifique, le fructose 1-6 diphos¬ 
phate, metabolite de la glycolyse musculaire. 

Des constituants non enzymatiques sont aussi interessants a determiner au 
cours de la pathologie musculaire ; ce sont la myoglobine et la myosine dont 
l'augmentation va de pair avec la destruction musculaire, et la creatine qui aug- 
mente aussi bien dans le sang que dans l'urine lors des myopathies. 
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Constituants azotes 
non proteiques 

France de La Farge 
Pierre Valdiguie 


On designe sous ce nom une foule de substances diverses issues du metabo- 
lisme proteique dont l'interet est d'etre frequemment dosees ou explorees car 
touchant a de multiples aspects de la pathologie medicale. 

Nous limiterons notre etude aux composes suivants directement impliques, 
pour la plupart dans les diagnostics ou la surveillance quotidienne : 

- uree ; 

- creatinine ; 

- ammoniac ; 

- bilirubine ; 

- acide urique. 

Pour chacun de ces composes, nous decrirons successivement les notions bio- 
chimiques ou physiologiques fondamentales, les moyens d'exploration, les 
applications cliniques et les principales techniques de dosage. 


1. Uree 

L'uree est le terme ultime principal du catabolisme proteique chez l'homme. 
Atoxique, tres soluble, elle s'elimine a 90 % dans les urines, un peu dans la 
sueur et la salive, tres peu dans les matieres fecales. 

Le dosage de l’uree dans le sang ou azotemie et dans l'urine est le parametre 
le plus ancien de la biochimie clinique ; associe aux dosages du glucose et des 
elements de l'iogramme, il reste aujourd'hui l'un des plus demandes. En nephro- 
logie pure, le dosage de l'uree plasmatique et urinaire est depasse par celui de la 
creatinine, mais il reste un precieux element d'appoint. 
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1.1. Rappels physiologiques 

L'uree se forme dans le foie (figure 11.1) essentiellement aux depens du 
groupement NIL des aminoacides. L'uree diffuse librement a travers les mem¬ 
branes cellulaires. Son elimination se fait par le rein par filtration glomerulaire 
et sa reabsorption tubulaire partielle est passive : elle depend done du flux du 
liquide urinaire dans le nephron. 

Une partie tres importante de l'ammoniac issu de la desamination des acides 
amines est combinee avec des radicaux carbones pour former l'uree. Les reac¬ 
tions conduisant a la formation de l'uree constituent la voie metabolique dite de 
l'ureogenese, exclusivement hepatique. 

L'uree n’est pas degradee dans les tissus de l'organisme, elle est l'element 
terminal du catabolisme proteique, permettant l'elimination d'un C0 2 et de 
deux NH 3 dans sa formule simple : OC(NH 2 ) 2 - 

Son elimination urinaire, variable en fonction de la diurese, rend la clairance 
difficile a interpreter, alors que la confrontation simple du taux de l'uree urinaire 
au taux de l'uree plasmatique conserve tout son interet. 

Le dosage de l'uree sanguine permet, avec celui de la creatinine, de detecter 
l'insuffisance renale. 


MITOCHONDRIES 



Figure 11.1 • Cycle de l'uree. 
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12 . Methodes d'exploration 

1.2.1. Determination de I'uree sanguine et urinaire 

La determination du taux de I'uree sanguine est un moyen grassier devalua¬ 
tion de la fonction renale. Ce taux d'uree sanguine, reflet de la valeur de la fonc- 
tion renale, est aussi influence par les apports azotes alimentaires et le volume 
urinaire des 24 heures. 

L'uree urinaire est done tres variable, dependant du regime alimentaire et de 
la diurese. Elle peut fluctuer entre 200 et 500 mmol par 24 heures. 

1.2.2. Interpretation du taux de I'uree sanguine et urinaire 

II est necessaire de comparer les trois valeurs suivantes : 

- uree sanguine ; 

- uree urinaire ; 

- debit ureique journalier. 

Le debit ureique journalier renseigne sur la ration alimentaire. II permet 
d'interpreter le taux d'uree sanguine. Un taux d'uree sanguine a la limite supe- 
rieure de la normale avec une excretion ureique elevee, reflet d'apports azotes 
importants, peut etre compatible avec une fonction renale normale. Ce meme 
taux d'uree (8 a 9 mmol/1) avec excretion ureique faible qui correspond aussi a 
un apport azote faible, doit faire penser a une insuffisance renale. 

La comparaison de la concentration ureique urinaire, du volume de la diurese 
des 24 heures et du taux de I'uree plasmatique permet une appreciation du pou- 
voir de concentration du rein. 

L'uree sanguine se situe aux alentours de 5 mmol/l chez l'adulte sain dis¬ 
posal d'une ration proteique normale en climat tempere. Les variations physio- 
logiques de la diurese, les ecarts de la ration proteique alimentaire combinent 
leurs actions pour elargir la fourchette de normalite (2,5 d 7,5 mmol/l). 

1.2.3. Clairance de I'uree 

La clairance de l'uree reflete le pouvoir d'epuration du plasma par le rein vis- 
a-vis de l'uree. Elle est donnee par la formule generate : 

C uree = - u - x V. 

P 

U = concentration urinaire de l'uree en mmol/l. 

P = concentration plastique de l'uree en mmol/l. 

V = debit urinaire en ml/mn ou en ml/s. 

La valeur de la clairance de l'uree croit avec le volume de la diurese car 
l'uree est filtree par le glomerule et reabsorbee en partie par le tubule. Cette 
reabsorption est passive, elle s 'accroit au faible debit urinaire et diminue au 
fort debit. 
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L'influence du regime alimentaire et du volume de la diurese sur le taux plas- 
matique de l'uree a fait abandonner la clairance de l'uree au profit de la clai- 
rance de la creatinine. 


1.3. Variations pathologiques 

Une chute du taux d'uree sanguine au dessous de 2 mmol/1 chez l'adulte avec 
une chute du taux de l'uree urinaire s'observe au stade terminal des grandes 
insuffisances hepatiques, temoignant d'une decheance profonde et irreversible 
de la fonction ureogenique du foie, en meme temps que s'installent l'hyperam- 
moniemie et le coma hepatique. 

Beaucoup plus frequent est le syndrome de retention awtee qui associe une 
hyperazotemie a des taux d'uree variables, dans le cadre des insuffisances 
renales aigues et chroniques. 

L'uree sanguine reste un parametre de depistage grassier des maladies 
renales. En pathologie nephrologique, elle est toujours associee au dosage de la 
creatinine, voire a la clairance de la creatinine. Les deux parametres uree et 
creatinine se completent sans s'exclure. 

L'elevation de l'uree sanguine (ou hyperazotemie) a donne son nom au syn¬ 
drome clinique observe dans l'insuffisance renale chronique : l'uremie. 

1.3.1. Azotemies renales 

1.3.1.1. Nephrites chroniques 

Lors des nephrites chroniques l'uree sanguine augmente progressivement. 
Son taux permet d'apprecier revolution de la maladie. Le taux sanguin peut 
alors atteindre 30, 50 et meme 60 mmol/1. 

L'augmentation de l'uree est liee a un trouble de l'excretion renale. 

Les atteintes renales globales et chroniques entrainent non seulement un 
defaut d'elimination de l'uree, mais aussi des sulfates, des phosphates, des ions 
H" 1 ". Lorsque l'azotemie est severe la determination de l'ionogramme, de la 
reserve alcaline, du pH sont indispensables. La presence d'une acidose metabo- 
lique liee a la retention des acides organiques, des sulfates et des phosphates est 
souvent observee et n'ameliore pas le pronostic. 

1.3.1.2. Nephropathies aigues 

- Glomerulonephrites aigues (glomerulonephrites post-angineuses par 
exemple). 

Dans les formes communes, la retention ureique y est souvent moderee. 

— Nephropathies tubulaires (intoxication mercurielle par exemple). 

Au cours de la periode anurique l'uree s'eleve progressivement jusqu'au 
5 e jour pour atteindre 30 a 50 mmol/1. Lorsque la diurese se retablit, la baisse de 



Constituants azotes non proteiques 


271 


l'azotemie s'amorce lentement d'abord et rapidement ensuite, alors que l'uree 
urinaire remonte progressivement. 

1.3.2. Azotemies d'autres origines 

Avant d'affirmer le diagnostic de nephropathie chronique il est indispensable 
d'eliminer d'autres causes d'hyperazotemie. 

Dans les azotemies, que l'on appelle a tort extrarenales, des etiologies mul¬ 
tiples peuvent intervenir : 

Simple oligurie, exageration de l'ureogenese lors des grands catabolismes, 
hyperazotemie par manque de sel, obstacle mecanique sur les voies excretrices, 
regime hyperprotidique. 

1.3.3. Diagnostic etiologique d'une hyperazotemie chronique 

1.3.3.1. Nephropathies interstitielles 

Elies represented 20 % des cas d'insuffisance renale chronique et se tradui- 
sent par une hyperazotemie pure ou associee a une hypertension arterielle. 

Elies s'observent : 

- lors des syndromes de retention vesicale (adenome prostatique, cancer de 
la prostate, prostatite chronique, tumeur du col) ; 

- lors de la polykystose, de la lithiase, de la tuberculose uro-genitale, d'une 
tumeur vesicale, des compressions ureterales (cancer du col uterin). 

1.3.3.2. Nephropathies glomerulaires 

Elies represented 30 % des cas et sont caracterisees par : 

- une tendance aux oedemes ; 

- une evolution avec hypertension accompagnee de retinopathie et de souf- 
france ventriculaire gauche ; 

- une proteinurie ; 

- une hematurie microscopique nette ; 

- une cylindrurie inconstante. 

ti.3.3.3. Nephroangiosclerose 

Elle represente 15 % des cas et constitue une atteinte secondaire du rein, pos¬ 
sible lors de revolution de toute hypertension. On constate alors : 

- l'absence d'oedeme ; 

- une proteinurie discrete ; 

- une hematurie peu importante. 
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1.3.3.4. Nephropathies diverses 

Elies represented 35 % des nephropathies ce sont : 

- la maladie polykystique ; 

- les atteintes renales des connectivites telles que par exemple, lupus erythe- 
mateux, periarterite noueuse ; 

- les atteintes renales au cours de maladies metaboliques, goutte, dysglobuli- 
nemies (myelomes, maladie de Waldenstrom). 


1.4. Dosages de l'uree plasmatique et urinaire 

Le prelevement sanguin est effectue sur tube sec ou sur tube heparine. 

1.4.1. Methode a I'hypobromite 

L'uree est traitee par une solution alcaline d'hypobromite de sodium, ce qui 
donne un degagement d'azote qui est mesure dans l'ureometre et compare a 
l'azote degage, dans les memes conditions, par une solution d'uree de titre 
connu. 

La defecation du serum est effectuee par une solution d’acide trichlorace- 

tique. 

L'appareillage etait represente par l'ureometre d'Yvon et une cuve a mercure. 
Cette technique, applicable aussi bien au serum qu'a l'urine n'est plus utilisee 
depuis longtemps, mais c'est elle qui a donne le nom d'azotemie au taux d'uree 
dans le sang. 

1.4.2. Methode a la diacetylmonoxime 

La diacetylmonoxime en milieu acide et a chaud donne en presence d'uree 
une coloration jaune utilisee pour le dosage colorimetrique. 

Cette methode est souvent utilisee apres deproteinisation, mais elle peut aussi 
etre utilisee directement. La parfaite proportionnalite entre l'absorbance et le 
taux de l'uree autorise l'emploi de 2 ou 3 etalons seulement. 

1.4.3. Methodes enzymatiques 

1.4.3.1. Dosage enzymatique a I'urease couplee a une reaction coloree 

L'urease hydrolyse l'uree en produisant de l'ammonium. Les ions ammonium 
reagissent en milieu alcalin avec du phenol et de l'hypochlorite pour former un 
indophenol colore en bleu. La reaction est catalysee par le nitroprussiate, et 
l'intensite de la coloration formee est proportionnelle a la concentration d'uree 
dans l'echantillon. La lecture est effectuee a 630 nm. 
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1.4.3.2. Dosage enzymatique a Vurease. Determination UV 
Uree + H.O urease ) 2 MB. + C0 2 

alpha-cerogiutarate + NFT^ - ghitamo deshydrog enasg g] ulamale + ;^aLP + + 

+ NADH, H + H 2 0 

Dans les conditions operatoires choisies, la vitesse de disparition du NADH 
est proportionnelle a la concentration d'uree dans l'echantillon. La lecture est 
effectuee a 340 nm. 

Cette technique peut etre effectuee en cinetique ou en point final. 

1.4.3.3. Dosage enzymatique a Vurease. Appareils a electrode 

L'urease degrade l'uree en NH 4 + qui fait varier la conductivite. On mesure la 
cinetique de la variation de la conductivite avec une electrode selective de 
conductivite. 

1.4.3.4. Dosage enzymatique utilisant la chimie sur support solide 

Les plaques sont constitutes de plusieurs couches reactionnelles sur un sup¬ 
port en polyester. La methode analytique est basee sur l'hydrolyse de l'uree en 
presence d'urease pour donner de l'ammoniac et du gaz carbonique. Une reac¬ 
tion colorimetrique permet de determiner par reflectometrie la concentration en 
ammoniac produit. 

Cette methode analytique a l'avantage d'etre specifique, rapide et d'eviter 
l'utilisation de produits corrosifs ainsi que la deproteinisation. 

1.5. Repartition des techniques. Controle de qualite national 

Les techniques enzymatiques representent 83 % de toutes les methodes utili- 
sees, dont 2,6 % avec lecture colorimetrique, 80,4 % avec lecture en UV et 
10,6 % avec lecture reflectometrique. 


2. Creatinine 

La creatinine plasmatique et urinaire est le reflet de la masse musculaire glo- 
bale. Pour un sujet donne, le taux plasmatique et la quantite de creatinine elimi- 
nee quotidiennement dans les urines constituent des parametres biologiques 
remarquablement fixes. Pour ces raisons, la valeur de la clairance de la creati¬ 
nine revet une signification semeiologique fondamentale lors de l'etude d'une 
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insuffisance renale. La clairance de la creatinine est independante de la diu- 
rese, elle mesure directement la Hitration glomerulaire. 

Le taux plasmatique est independant de l'apport proteique alimentaire ; il 
reflete la masse musculaire du sujet et son metabolisme propre. L'elimination 
est exclusivement urinaire, et done toute variation de la clairance renseigne 
directement sur l’etat fonctionnel du rein. 


2.1. Rappels physiologiques 

2.1.1. Origine metabolique 

La creatinine provient (figure 11.2) de la deshydratation de la creatine, elle- 
meme presente dans le muscle strie ou elle permet le stockage d'ATP sous 
forme de creatine phosphate ou phosphagene par une reaction catalysee par la 
creatine kinase (CK). 

2.7.2. Comportement de la creatinine au niveau du nephron 

La creatinine subit la filtration glomerulaire ; elle n'est par la suite ni reabsor- 
bee ni excretee au niveau du tubule. Sa clairance mesure le volume du Hitrat 
glomerulaire forme par seconde. 

Clairance = 2 ml/setonde pour 1,73 nr de surface corporelle (voir tables des 
Dubois). 


Glycocolle 



Figure 11.2 • Metabolisme de la creatinine. 
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2 . 2 . Methodes d'exploration 

2.2.7. Determination de la creatinine sanguine 

Le sang total renferme de la creatine et de la creatinine. La creatine se trouve 
surtout dans les globules rouges a des taux faibles, alors que la creatinine est 
egalement repartie entre les globules et le plasma. La concentration en creati¬ 
nine totale du sang est remarquablement constante chez un sujet donne, en fonc- 
tion de sa masse musculaire. Elle ne depend ni du regime, ni de l'exercice phy¬ 
sique, ni meme d'autres influences biologiques. C'est le constituant sanguin 
dont le taux est le plus fixe. La creatinine sanguine ne varie pratiquement que 
dans les lesions renales. 

Son taux varie, chez l'adulte, de 50 a 105 pmol/l. 

2.2.2. Clairance 

Elle etablit le rapport entre la quantite de cette substance apportee par le 
plasma au niveau du rein et la quantite de cette substance eliminee par le rein. 
C'est le coefficient d'epuration plasmatique ou nombre de ml de plasma 
totalement epures par le rein dans l'unite de temps. Ce volume theorique 
s'exprime dans le cadre des unites SI en ml/seconde. II est utile, pour manipuler 
simplement les clairances, de retenir que 24 h correspondent a 1 440 minutes et 
86 400 secondes. 

C= UV 

P 

C = clairance = volume de plasma totalement epure. 

U = concentration urinaire par litre. 

P = concentration plasmatique par litre. 

V = volume d'urines emises en une seconde (ou une minute). 

II suffit done de doser la creatinine dans le plasma et dans l'urine, d'exprimer 
les resultats dans la meme unite, de connaitre la diurese (debit urinaire) par 
seconde, pour calculer sa clairance. II est essentiel au cours de l'epreuve (3 h ou 
mieux 24 h) de mesurer exactement la diurese et de faire boire abondamment 
le sujet, afin d'avoir une diurese superieure a 1,5 1/24 h. La valeur normale est 
de 2 ml/s. 

UV 

De plus la formule C =-est valable pour le sujet adulte normal dont la 

surface corporelle est voisine de 1,73 m 2 . Chez l'enfant et le nourrisson il faut 
tenir compte de la surface corrigee Se : 

173 


Ce = C x 


Se 
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La Se est obtenue grace aux tables de Dubois (figure 11.3) qui permettent, 
en joignant par une droite la taille et le poids, d'obtenir la surface corporelle 
recherchee a l'intersection avec la ligne des surface corporelles. 


2.3. Signification des variations pathologiques 

La creatinine plasmatique et urinaire, sa clairance, l'uree sanguine et urinaire 
et l'ionogramme plasmatique et urinaire sont les parametres biochimiques fon- 
damentaux de la pathologie nephrologique lors des insuffisances renales. Ils 
sont difficiles a interpreter les uns sans les autres. 
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Figure 11.3 • Table de Dubois. 
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2.3.1. Valeur diagnostique dans le cadre du syndrome biologique de reten¬ 
tion azotee 

Un taux d'uree sanguine entre 8 et 12 mmol/1 associe a une creatinine a 
88 Limol/1 permet d'affirmer le caractere extra-renal de cette azotemie. Par 
contre une uree a 17 mmol associee a une creatinine a 220 (J.mol/1 signifie une 
insuffisance renale moderee. Une azotemie a 33 mmol/1 et une creatinine a 
600 u,mol/l temoignent d'une insuffisance renale avancee. 

2.3.2. Valeurpronostique et surveillance de la therapeutique 

Tout au long de 1'evolution d'une nephropathie, la valeur de la creatininemie 
et la clairance de la creatinine mesurent le degre d'insuffisance renale et moti- 
vent de ce fait les attitudes therapeutiques, alors que le taux d’uree sanguine et 
urinaire mesurent surtout le catabolisme azote. 


2.4. Methodes de dosage 

Le serum ou le plasma sanguin peuvent etre utilises indifferemment. 

Les echantillons de serum ou de plasma ou d'urines peuvent etre conserves 
plusieurs jours a l'abri de l'evaporation. 


2.4.1. Reaction de Jaffe. Coloration picrique 

Apres defecation a l'acide trichloracetique, on utilise la reaction de Jaffe. La 
creatinine au contact d'un picrate alcalin donne une coloration orange. La crea¬ 
tine ne donnant pas cette reaction, la creatinine preformee est dosee seule. La 
lecture est effectuee a 510 nm. 

On opere directement sur les urines, mais pour le serum ou le plasma, sur un 
defecat trichloracetique en methode manuelle. 

Les analyseurs modernes peuvent mesurer a partir du serum, plasma ou 
urines la cinetique d'obtention de la coloration. 

On reproche a cette reaction de Jaffe son manque de specificite. Les pro- 
teines, le glucose, l'acide ascorbique, les corps cetoniques peuvent en effet 
interferer sur la coloration. 

Malgre ces reserves, le dosage colorimetrique de la creatinine est encore 
aujourd'hui tres utilise et satisfait les exigences de la clinique nephrologique. 


2.4.2. Methodes enzymatiques 

2.4.2.1. Methode enzymatique lecture UV 


Lie at i in lie 


creatininase 

bactenenne 


creatine + ATP 


CK 


-> dreatine phospliate + 
‘/TUP + p h o s p h oe n o i p y r u v a t e 
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ru iet „ __ pyruvate kinase ArT ,^ 

Phosphoenolpyruvate + ADP —-» pyruvate + ATP 

i nu 

Pyruvate + NADH.H+ -y lactate + NAD + 

La cinetique decroissante de disparition du NADH suivie a 340 nm est pro- 
portionnelle a la quantite de creatinine initiale presente. 


2.4.2.2. Action d'une oxydase specifique 


Creatinine 


Oxydase 

creatininase 


Sarcosine + H-.CL 


H-,0, + chromogene incolore-> H-,0 + chromogene colore 

(4 uminophenazonc acide 3-5 dichloro complex? quimme-iminc rouge 

2 hydroxyberuene sulfonique) (absorbe & 520 nm) 


2.4.2.3. Spectroreflectometrie 

C'est le cas des appareillages de chimie sur support solide. 

Exemple : plaque « Vitras » de dosage enzymatique de la creatinine sur une 
seule plaque. 

La plaque contient une serie de couches afin de realiser une cascade de reac¬ 
tions enzymatiques. La creatinine est tout d'abord hydrolysee en creatine : 


Creatinine + H-,0 
Creatine + H-,0 - 


creatininase . . 
- > creatine 


creatine 

———-—-—:-» sarcosine + uree 

amidinohydrolase 


Sarcosine + O, + H,0 


sarcosine 

oxydase 


glycine + formaldehyde + H 2 0-, 


H.,0 2 + leucoderiv^ 


peroxydase 


coloration proportionnelle a la concen¬ 
tration en creatinine. 


La creatine est alors hydrolysee en sarcosine, elle-meme oxydee pour pro¬ 
duce du peroxyde d'hydrogene (eau oxygenee). L'eau oxygenee, en presence de 
peroxydase, oxyde un leucoderive qui se colore, et la vitesse de coloration est 
alors mesuree en cinetique par reflectometrie. 

La vitesse de reaction est proportionnelle a la concentration de creatinine pre¬ 
sente dans le serum. 
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2.5. Controle de qualite national 
2.5.7. Techniques cinetiques directes 

Les techniques directes de dosage de la creatinine en cinetique represented 
85 % des participants. 

2.5.2. Technique enzymatiques 

Ril e concement essentiellement la reflectometrie (10,5 % des laboratoires). 


3. Ammoniac 

3.1. Origines biochimiques et destinees 

L'ammoniac NH 3 est issu des reactions de desamination des aminoacides ou 
d'autres composes amines. II est done d'origine endogene et exogene. 

On distingue les origines : 

- intestinale liee a l'activite metabolique de la flore bacterienne intestinale 
richement equipee en desaminases specifiques ; 

- cellulaire (principalement hepatique et renale) ou seule la desamination 
oxydative du glutamate par la L-glutamo-deshydrogenase est efficace, couvrant 
neanmoins l'ensemble du metabolisme des aminoacides grace a la transamina¬ 
tion sur l'oxo-glutarate qui fournit du glutamate qui sera done lui-meme secon- 
dairement desamine. Le NH 3 forme lors de la desamination est aussitot dissi- 
mule, detoxique, sous forme de glutamine, acide amine de transport et 
d'utilisation de l'ammoniac ; 

- renale ou s'effectue une hydrolyse enzymatique de la glutamine faisant 
reapparaitre le NH 3 (ammoniophanerese) elimine ensuite dans les urines sous 
forme de cation NH 4 + (sels ammoniacaux urinaires). 

Les destinees biochimiques, outre l'elimination urinaire, sont : 

- I'ureogenese hepatique arretant normalement tout ammoniac issu de la 
desamination intestinale. L'uree elimine ainsi, comme nous l'avons vu prece- 
demment, deux molecules d'ammoniac dans sa structure chimique de diamide 
carbonique; 

- Vutilisation anabolique permet d'integrer NH 3 dans des structures (biosyn- 
these des nucleotides puriques et pyrimidiques, biosynthese de la glutamine, 
aminoacide commun des proteines). 
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3 . 2 . Exploration 

3.2.1. Prelevement sanguin 

II doit theoriquement etre arteriel, l'ammoniemie veineuse etant moins ele- 
vee en raison : 

- de la fixation tissulaire peripherique d'ammoniac sous forme de glutamine ; 

- de l'elimination renale de sels ammoniacaux. 

Toutefois, pour des raisons de commodite, le prelevement veineux est le plus 
souvent utilise. 

Le sang doit etre recueilli sur tube heparine et conserve dans la glace jus- 
qu'au moment oil il sera traite au laboratoire dans les delais les plus brefs 
(risque d'apparition de NH 3 de novo par desamination). Ainsi on considere que 
le temps ecoule entre le prelevement et la centrifugation au laboratoire ne doit 
pas exceder 30 minutes. 

La centrifugation devra etre realisee dans des conditions normales. Trop lente 
elle fournira un plasma riche en plaquettes et l'ammoniemie augmentera; trop 
rapide, elle echauffera le plasma et le risque de desamination in situ s’elevera. 

Le dosage enfin devra etre effectue dans les minutes suivant la centrifugation. 
Les plasmas trop hemolyses devront etre rejetes. 

3.2.2. Valeurs physiologiques de l'ammoniemie 

Le taux normal de l'ammoniac libre du plasma est tres faible : 10 a 50 jjmol/l. 

3.2.3. Ammoniurie 

Apres recueil des urines de 24 heures sur HC1 pour eviter la fermentation 
ammoniacale liee aux ureases bacteriennes, les sels ammoniacaux peuvent etre 
doses grace a la reaction coloree de Berthelot directement sur l'urine diluee. 

Les valeurs physiologiques sont : 20 a 70 mmol/24 h. 

Des valeurs elevees sont observees lors des acidoses, en particulier renales. 
D'autre part, le dosage des sels ammoniacaux est indispensable pour la 
mesure, lors d'explorations fonctionnelles renales, du debit des ions H’ 1 ". 


3.3. Variations pathologiques de rammoniemie 

3.3.1. Chez le nouveau-ne 

L’elevation de l'ammoniemie signe habituellement une anomalie congeni- 
tale portant sur l'une des enzymes impliquees dans le cycle de l'ureogenese. 

Les deficits congenitaux en carbamyl-phosphate synthetase et omithine-carba- 
myl transferase sont les plus severes, conduisant le plus souvent le nouveau-ne 
au deces dans un tableau clinique fait de coma, mouvement anormaux et 
troubles du tonus. 
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3.3.2. Chez I'adulte 

Au cours des cirrhoses, les hyperammoniemies s'observent surtout lorsque 
l'hypertension portale ouvre des anastomoses portocaves. Des lors l'absence ou 
F insuffisance d'epuration hepatique de l'ammoniac (devant etre normalement 
incorpore dans l'uree), associee au shunt portocave explique son elevation dans 
le sang arteriel. 

A l'occasion des hemorragies digestives frequentes chez ces malades (varices 
oesophagiennes), la desamination bacterienne intense des acides amines de 
l'hemoglobine produit de grandes quantites d'ammoniac qui atteindront le cer- 
veau et seront responsables de troubles neurologiques variables, de la simple 
obnubilation jusqu'au coma, reversibles lorsque l'ammoniemie s'abaissera. 
C'est la classique encephalopathie portocave (figure 11.4). 



Figure 11.4 • Physiopathologie de Fencephalopathie portocave. 


Dans la genese des troubles de la conscience, interviennent, non seulement la 
toxicite propre de NIL mais aussi la deficience energetique provoquee par le 
detournement de l'a-cetoglutarate du cycle citrique pour detoxiquer a tout prix 
l'ammoniac sous forme de glutamine non toxique, selon la reaction 

Acide ct-cetoglutarique + 2 NH 3 


glutamine. 
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Au cours des comas hepatiques, marquant souvent la fin des hepatites 
graves et des cirrhoses, l'hyperammoniemie accompagne le deficit en facteurs 
de l'hemostase et contribue a l'odeur particuliere de l'haleine de ces patients. 
Elle participe par son taux tres eleve au pronostic extremement facheux. En 
effet, hormis la greffe hepatique dans les hepatites aigues fulminantes, il n'y a 
aucun traitement vraiment efficace actuellement. 

3.4. Methodes de dosage 

3.4.1. Determination calorimetrique 

Elle peut etre realisee, en fonction des appareillages de deux manieres diffe- 
rentes : 

- sur plaque de « chirnie seche » dans les appareils « Vitros », la diffusion de 
l'ammoniac au travers d'un film de polypropylene dans une couche contenant 
un colorant (bleu de bromocresol ou bleu de bromophenol) provoque une colo¬ 
ration dont l'intensite, mesuree par reflectometrie, est proportionnelle a la quan¬ 
tite d'ammoniac plasmatique ; 

- la determination colorimetrique traditionnelle, utilisable dans de nombreux 
automates multiparametriques, repose sur la classique reaction de Berthelot, 
dans laquelle l'ammoniac developpe, en milieu alcalin, une coloration bleue en 
presence de phenol et d'hypochlorite de sodium. 

3.4.2. Dosage enzymatique 

Le plus repandu il utilise la glutamo-deshydrogenase qui. en presence de 
NADH,H + transporte l'ammoniac sur l'a-cetoglutarate pour le transformer en 
glutamate, selon la reaction : 

NH3 + NADH + H++a-cetoglutarate GLDH ) NAD + + glutamate. 

La decroissance de la densite optique a 340 nm, bee a la disparition du 
NADH, est proportionnelle a la quantite d'ammoniac present. 


4. Bilirubine 

La degradation du pigment porphyrinique de l'hemoglobine conduit aux pig¬ 
ments biliaires presents dans le plasma en petite quantite, a l'etat normal, sous 
forme de bilirubine. 

Son augmentation pathologique produit une coloration de la peau et des 
muqueuses, l'ictere. De multiples classifications des icteres ont ete proposees, 
les plus recentes s'appuyant sur le siege et la nature du trouble metabolique res- 
ponsable de l'hyperbilirubinemie. 
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4.1. Rappels biochimiques 

4.1.1. Transfert hepatique 

Au bout d'environ 120 jours, les globules rouges senescents sont captes et 
hemolyses par les macrophages du systeme reticulo-endothelial. La globine 
subit une proteolyse, le fer est recupere. 

Issue de la degradation de la porphyrine de l'hemoglobine, la biliverdine se 
transforme en bilirubine. La molecule de ce pigment rouge brun qui apparait 
dans le sang de la veine splenique est la bilirubine libre, non conjuguee, inso¬ 
luble dans l'eau et done prise en charge par le transporteur non specifique du 
plasma, la serum-albumine. 

La bilirubine nee dans la rate parvient au foie par la veine porte ; celle qui est 
issue de la moelle osseuse, e'est-a-dire du territoire cave, rend compte de la 
fraction dosable dans le sang preleve au pli du coude et parvient au foie, tou- 
jours fixee sur la serum-albumine, par l'artere hepatique. 

Une fraction mineure est issue du catabolisme hepatique de l'heme non ery- 
thropoietique present dans les cytochromes, catalase et peroxydases. 

4.1.2. Metabolisme hepatique 

Trois operations se produisent (figure 11.5) dans l'hepatocyte pour traiter les 
50 mmol de bilirubine libre, non conjuguee, formees chaque jour par un 
adulte sain : 

- captation au pole vasculaire ; 

- conjugaison glycuronique, au niveau du reticulum endoplasmique, fixant 
soit une molecule de glycuronate (mono-glycuronide de bilirubine), soit surtout 
deux molecules (di-glycuronide). La conjugaison est le fait d'une glycuronyl- 
transferase. Elle entrame une solubilite dans l'eau de la bilirubine conjuguee ; 

- secretion dans les canalicules biliaires. La bilirubine conjuguee est alors 
de venue un pigment biliaire qui sera de verse dans l'intestin grele, comme tous 
les elements de la bile. 

4.1.3. Sort intestinal 

L'hydrolyse de la liaison de conjugaison affecte une partie mineure de la bili¬ 
rubine conjuguee intestinale et libere de la bilirubine libre qui est reabsorbee et 
rejetee dans la circulation porte, realisant un cycle entero-hepatique. 

La majeure partie de la bilirubine est transformee par la flore bacterienne 
intestinale en stercobilinogene et urobilinogene qui, oxydes en stercobiline et 
urobiline, donnent aux matieres fecales leur coloration. Une petite partie est 
reabsorbee, passe ensuite dans les veines sus-hepatiques pour etre finalement 
eliminee par le rein sous forme d'urobilinogene et d'urobiline, qui participent a 
la coloration normale des urines. 



284 


Biochimie clinique 



4.2. Exploration 

L'exploration est simple. Elle s'effectue par le dosage serique de la bilirubine 
et de ses diverses fractions. Le dosage sanguin des sels biliaires (cholemie), ou 
leur recherche dans les urines, n'est en effet plus guere utilise. 

Le taux normal de bilirubine totale varie entre : 1,7et 20 jJmol/l. 

II n'y a pratiquement a l'etat normal, que de la bilirubine indirecte dans un 
prelevement de sang veineux au pli du coude, issue de la degradation de l'he- 
moglobine dans la moelle osseuse. 


43. Variations pathologiques 

Elies concernent la pathologie en exces c'est-a-dire les icteres. Ils sont tres 
divers et leur diagnostic etiologique est pai'fois difficile, s'appuyant sur une 
demarche toujours systematique (figure 11.6). 
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Figure 11.6 * La demarche diagnostique dans les icteres. 


4.3.1. Icteres a bilirubine libre, non conjuguee ou indirecte 

H s'agit le plus souvent d'une hyperproduction, c'est-a-dire d'une hemolyse. 
Parfois, l'ictere sera lie a un deficit en glycuronyl-transferase. 

4.3.1.1. Icteres hemolytiques 

L'ictere s'associe a une splenomegalie et a une anemie dans le cadre clas- 
sique des anemies hemolytiques. L'ictere est generalement discret, sans deco¬ 
loration des selles, mais parfois plus intense et la lithiase pigmentaire de la voie 
biliaire principale est a rechercher. 

Les signes biologiques sont : 

- elevation de la bilirubine libre au-dessus de 25 IJ.mol/1 : 

- anemie normocytaire, avec diminution de la resistance osmotique ; 

- hyper-reticulocytose traduisant le caractere regenerate ; 

- effondrement de l'haptoglobine plasmatique. 

Les etiologies sont representees par : 

- Les anemies hemolytiques chroniques constitutionnelles avec : 

La maladie de Minkowski-Chauffard ou microspherocytose hereditaire ou 
l'anemie et l'ictere s'accentuent lors de poussees febriles et oil le traitement est 
la splenectomie. 

Les maladies genetiques de l'hemoglobine, P-thalassemie homozygote, dre- 
panocytose homozygote. 
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Les deficits enzymatiques erythrocytaires dont le plus frequent est le deficit 
en glucose 6 phosphate deshydrogenase (G 6 PDH). 

- Les anemies hemolytiques acquises peuvent etre d'origine immunologique, 
toxique, infectieuse ou mecanique par fragmentation erythrocytaire. 

Les hemolyses alio ou iso-immunes s'observent essentiellement a la suite 
d'une transfusion sanguine incompatible et lors d'une grossesse compliquee 
d'une immunisation foeto-matemelle. Le diagnostic repose sur la mise en evi¬ 
dence d'une agglutinine irreguliere (anti D) chez la mere. Le risque majeur est 
la maladie hemolytique du nouveau-ne chez lequel le risque d'ictere nucleaire, 
evite par exsanguinotransfusion, existe des que la bilirubine serique atteint 
300 p.mol/1. 

Les anemies hemolytiques peuvent aussi etre d'origine toxique (medica¬ 
ments, toxiques industriels, metaux lourds, venins), infectieuse et parasitaire. Ce 
dernier groupe est domine par le paludisme en particulier lors de l'acces perni- 
cieux. 

Les hemolyses par fragmentation erythrocytaire repondent a plusieurs 
causes : mecanique lors des protheses valvulaires, traumatique apres gros effort 
(hemoglobinurie), lors de microangiopathies chez l'enfant. 

4.3.1.2. Deficit en glycuronyl-tranferase 

L'ictere est isole, sans splenomegalie ; les urines sont claires et les selles 
colorees. 

Au plan biologique, le defaut de conjugaison hepatique se caracterise uni- 
quement par l'hyper-bilirubinemie indirecte. 

Les etiologies sont, suivant l'age, tres differentes (cf. figure 11.5) : 

- L'ictere du nouveau-ne et du premature. II survient souvent vers le 2 C ou le 
3 e jour, dure une semaine environ, est isole et sans signification facheuse en 
dehors d'autre pathologie associee surtout chez le premature. 

- Les deficits congenitaux en glycuronyl-transferase. 

La maladie de Gilbert, deficit partiel en glycuronyl-transferase hepatique, est 
une affection frequente a transmission autosomique dominante. Elle est souvent 
decouverte a l'occasion d’un subictere conjonctival associe a une bilirubine indi¬ 
recte elevee. Les tests d'exploration fonctionnelle hepatique sont normaux ainsi 
que Fhemogramme. Le pronostic a long terme est bon, il n’y a pas de traitement. 

La maladie de Crigler-Najar est un deficit profond en enzyme de conjugaison, 
soit total (type 1), soit incomplet (type II). Dans les deux cas il s'agit d'une 
affection severe, dominee par le risque de complications neurologiques, particu- 
lierement dans le type 1 oil la bilirubine libre peut atteindre 700 ou 800 p.mol/1. 

4.3.2. Icteres a bilirubine directe. Icteres par retention 

Ils sont tous lies a un syndrome de retention biliaire, ou cholestase. 

Cliniquement, l'ictere est tres sombre, parfois « vert bouteille », les urines 
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sont tres foncees, presque noires, les selles sont blanchatres, graisseuses, « mas¬ 
tic ». 

Dya une bradycardie et surtout un prurit, parfois feroce, avec lesions cuta- 
nees de grattage, du a l'elevation concomitante des sels biliaires dans le sang. II 
y a un gros foie de cholestase. 

Biologiquement, l'hyperbilirubinemie porte presque exclusivement sur la 
fraction conjuguee ou directe qui peut atteindre des valeurs superieures a 
500 pmol/1. Les enzymes de cholestase, 7-GT, phosphatases alcalines, 5'nucleo- 
tidase, sont bien evidemment tres augmentees. II n’y a pas au debut de reaction 
parenchymateuse d'insuffisance hepatique ni de cytolyse mais rapidement, du 
fait de la cholestase, les transaminases vont s'elever discretement. 

Les etiologies sont dominees par deux causes : 

- la lithiase biliaire (ictere douloureux, febrile, variable) ; 

- le cancer de la tele du pancreas ou des voles biliaires (ictere classiquement 
indolore, apyretique, constamment progressif) ; 

- les hepatites et les cirrhoses ont aussi dans leur tableau biologique une ele¬ 
vation de la bilirubine conjuguee, liee a la cholestase intrahepatique, au niveau 
des canalicules biliaires, par l'oedeme et l'inflammation. Cependant, il y a aussi 
parallelement une elevation de la bilirubine libre. 

4,3.3. Icteres a bilirubine mixte 

Par leur frequence, les hepatites aigues, quelle que soit leur etiologie, et les 
cirrhoses d'origine ethylique, post-hepatitique, hemochromatosique ou biliaire 
primitive, constituent un groupe important ou les deux fractions de la bilirubine 
serique sont elevees. 

La maladie de Dubin-Johnson est une affection congenitale rare de l'excre- 
tion biliaire hepatocytaire oil la bilirubinemie est mixte (environ 60 % de biliru¬ 
bine conjuguee) avec des poussees d'ictere franc sur fond de subictere chro- 
nique, l'ensemble totalement sans gravite. 

4.4. Methodes de dosage 

Prelevement. Le prelevement peut etre du serum ou du plasma apres recueil 
sur heparinate de lithium. II doit etre conserve a l'abri de la lumiere en raison de 
la sensibilite de la bilirubine a la photooxydation et le dosage pratique dans les 
8 heures. 

Principes generaux. Deux techniques differentes peuvent etre en fait utili- 
sees pour doser la bilirubine totale : 

- Spectrophotometrie directe. Le serum est dilue dans une solution de tetra¬ 
borate de potassium de pH 9,3 puis l'absorbance est mesuree a 466 (correspon- 
dant a la bilirubine conjuguee et non conjuguee) et 522 nm pour eliminer 
l'interference eventuelle de l'hemoglobine et des carotenoides. 
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- Colorimetrie apres diai.ota.tion. Le diazo-reactif, l'acide sulfanilique dia¬ 
zote, coupe la molecule de bilirubine en deux fragments dipyrroliques. Dans la 
technique de Jendrassik et Grof, la coloration obtenue est bleue a pH alcalin et 
rouge a pH neutre ou acide. 

La reaction est instantanee avec la bilirubine soluble dans l'eau, conjuguee et 
dite « directe ». Une solubilisation est necessaire pour la bilirubine libre, grace 
au methanol ou a des agents tels que cafeine, benzoate de sodium, produits ten- 
sioactifs (Brij). Deux dosages, avec et sans adjuvant de solubilisation, permet- 
tent ainsi d'apprehender les deux formes principales directe et indirecte. 

- Bilirubine libre non liee a I'albumine. En cas d'hemolyse majeure (incom- 
patibilite foeto-matemelle par exemple), la bilirubine libre peut depasser les pos¬ 
sibility de fixation de la serum-albumine. Le risque de depot au niveau des 
noyaux gris centraux est alors reel et l'exsanguinotransfusion doit etre realisee 
avant. La mesure de cette variete de bilirubine libre necessite une chromatogra- 
phie sur Sephadex G25 qui retient le pigment non lie a I'albumine. 

- Delta-Bilirubine. C'est une bilirubine libre liee covalentiellement a la 
serum-albumine qui donne done une reaction directe. La bilirubine directe est 
done la somme suivante : 

Bilirubine directe = bilirubine Delta + bilirubine conjuguee (e'est-a-dire 
l'ensemble des di-glycuronoconjugues et des mono-glycuronoconjugues). Le 
dosage de la bilirubine Delta est realise tres facilement par les techniques de 
« chimie seche » des automates Ortho (Vitros). 

Done la bilirubine totale est la somme des fractions suivantes : 

Bilirubine totale = bilirubine Delta + bilirubine conjuguee + bilirubine non 
conjuguee. 


5 . Acide urique 

L'acide urique est chez l'homme, qui a perdu l'uricase au fil de 1'evolution, le 
terme du catabolisme des purines. Sa faible solubilite dans l'eau explique la 
pathologie de surcharge, observee au cours des tres frequentes hyperuricemies. 


5.1. Rappels biochimiques et physiologiques 

5.7.7. Origines endogenes et exogenes de l'acide urique 
L'acide urique (figure 11.7) provient des purines : 

- exogenes, issues de l'alimentation camee (viandes jeunes, abats, ris de 
veau); 

- endogenes. Pour celles-ci, on peut ainsi envisager : 

Une origine immediate, proche, a partir des deux bases puriques des acides 
nucleiques, adenine et guanine, qui sont desaminees respectivement en 
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hypoxanthine et xanthine puis oxydees par la xanthine-oxydase en acide 
urique ou trioxypurine. 

Une origine plus lointaine, dans laquelle la biosynthese complete « de novo » 
des purines est concernee. Elle utilise des precurseurs non puriniques (amino- 
acides essentiellement) et s'appuie sur du ribose-phosphate ce qui explique la 
formation directe d'un nucleotide, I'inosine 5'phosphate, (IMP) en bout de 
voie metabolique. La regulation s'effectue sur l’enzyme amidotransferase inter- 
venant des le debut de la biosynthese. 
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Figure 11.7 • Biosynthese de l'acide urique (PRA = phosphoribosylamine). 


La conversion de l'IMP en AMP et GMP procurera les nucleotides puriques a 
integrer, sous forme de nucleotides triphosphates, dans les acides nucleiques 
de toutes nos cellules. IMP, AMP et GMP exercent une action inhibitrice sur 
l'enzyme amidotransferase. 

Ils peuvent aussi etre synthetises directement a partir des bases libres, grace 
aux enzymes APRT (adenine-phosphoribosyl transferase) et HGPRT (hypoxan¬ 
thine, guanine-phosphoribosyl transferase). 

5.1.2. Etat de l'acide urique 

Dans le sang, l'acide urique se trouve sous forme libre, non nucleotidique, 
d'urate monosodique. II est egalement present dans les espaces interstitiels et 
l'ensemble de l'acide urique echangeable (avec de l'acide urique marque par un 
isotope) ou pool miscible est d’environ 1,2 g (figure 11.8). 
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Meme en cas de tres forte hyperuricemie, la solubilite de l'acide urique est 
maintenue par la presence des proteines plasmatiques. 
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Figure 11.8 • Schema metabolique de l'acide urique. 

5.1.3. Elimination 

En raison de l'absence d'uricase dans nos cellules, qui, chez tous les mammi- 
feres (sauf le singe et le chien de Dalmatie), ouvre le cycle de la trioxypurine et 
donne de l'allantoine, l’acide urique est chez nous elimine tel que, essentielle- 
ment par voie urinaire. 

Apres une filtration glomerulaire complete, une reabsorption egalement com¬ 
plete dans le tubule proximal, l'elimination n'est malheureusement que tres par- 
tielle dans le tube distal. L’acide urique a done une clairance basse, de l'ordre 
de 6 a 10 ml/mn, soit 0,10 a 0,16 mVs. 

Le probleme majeur est celui de sa solubilite dans l'urine car en milieu acide 
les urates repassent sous une forme non salifiee, encore moins soluble. Les 
hyperuricemiques ayant generalement une acidite urinaire elevee, on comprend 
ainsi la frequence des precipitations d'acide urique responsables de calculs des 
voies urinaires (lithiase urique). 

L’allantoine est presente, a tres faible taux, dans nos urines mais elle n’est 
que le resultat de Faction uricasique de la Lore bacterienne intestinale. 


5.2. Exploration 

Elle est tres simple, associant dosages sanguin et urinaire. 

5.2.2. L'uricemie 

E lle est plus elevee chez l'homme oil les taux normaux vont de : 200 a 
420 pmol/l. 

L'uricemie de la femme est generalement comprise entre 150 et 360 pmol/l. 
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5.2.2. L'uricurie ou uraturie 

Les taux des urines de 24 heures sont environ 10 fois les taux sanguins soit 
7,5 a 4,5 mmol/24 h. 

5.2.3. Clairance 

Elle est basse : 60 a lOml/mn soit : 0,1 a 0,16 ml/s. 


5.3. Applications pathologiques — Hyperuricemies 

L'augmentation du pool miscible et done celle du taux serique de l'acide 
urique sont extremement frequentes chez 1'homme (de 5 a 18 % dans les popu¬ 
lations masculines des pays developpes suivant les enquetes). 

5.3.7. Etiologies des hyperuricemies 

Secondaires. Elies s'observent au cours des affections suivantes : 

- insuffisance renale chronique ; 

- grands catabolismes cellulaires ; 

- tubulopathies. 

Primitives. Elle sont tres frequentes, parfois aggravees par des exces alimen- 
taires et ce sont elles souvent qui sont revelees par des complications de sur¬ 
charge. 

5.3.2. Manifestations cliniques 

Les complications des hyperuricemies sont liees au depot ou a la precipitation 
d’acide urique. On decrit des complications rhumatologiques, urologiques et 
nephrologiques. 

La goutte se manifeste d'abord par des crises aigues au niveau du pied et en 
particulier au niveau de la base du gros orteil. La crise inflammatoire est liee 
a la precipitation de cristaux d'acide urique dans la synoviale (arthropathie 
microcristalline). 

E lle evolue ensuite parfois vers un stade subaigu oil les crises inflammatoires 
peuvent toucher toutes les grosses articulations. 

La goutte chronique enfin se caracterise par le tophus, concretion sous cuta- 
nee d'acide urique amorphe, au niveau des tendons extenseurs, du pavilion de 
l'oreille, qui peut aussi se former dans les os au voisinage des articulations et la 
goutte devient alors une poly arthropathie chronique inflammatoire. 

La lithiase renale, due a la presence de calculs uriques dans les voies excre- 
trices renales se traduit inevitablement par des coliques nephretiques, iteratives, 
sans tendance a l'infection ni a la stase. Les calculs uriques sont radio-invi¬ 
sibles, mais l'uraturie forte ou normale a la particularite d'etre accompagnee 
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d'une acidite urinaire importante qu'il convient d'attenuer par la prise de bois- 
sons alcalines (eaux bicarbonatees). 

La nephropathie urique est due a des depots d'acide urique au niveau des 
pyramides des reins. Elle est liee directement a l'hyperuricemie et toute appari¬ 
tion d'hematurie microscopique au culot, toute elevation de la tension arterielle 
doivent entrainer la prescription de freinateurs de la synthese urique, abaissant 
l'uricemie au-dessus d'un seuil de securite (400 pniol/1) avant que ne s'installe 
une insuffisance renale chronique. 


5.4. Methodes de dosage 

5.4.1. Methodes enzymatiques 

Elies reposent toutes sur la destruction specifique de l'acide urique par l'uri- 
case, selon la reaction suivante : 

Acide urique + 21LO-» allantoine +(C0 2 + H 2 0 2 . 

5.4.1.1. Dosage de H 2 0 2 formee 

II peut etre realise avec une catalase ou avec une peroxydase : 

Avec une catalase et en presence d'ethanol, il y a formation d'acetaldehyde 
que l'on peut doser a l'aide : 

- d'une aldehyde deshydrogenase avec formation de NADH et d'acetate 
(technique de Haeckel avec lecture a 340 nm) ; 

- d'une alcool deshydrogenase en presence de NADH. II y a formation 
d'ethanol et de NAD' 1 ' et la diminution d'absorbance est encore lue a 340 nm 
(technique de Trivedi). 

Ces techniques, utilisant le couple uricase-catalase, sont employees par 
10,8 % des laboratoires. 

Avec une peroxydase, selon la technique de Trinder, avec oxydation d'un 
chromogene incolore en produit colore. 

Malgre les interferences, cette technique est la plus populaire avec 84 % 
d'utilisateurs. 

5.4.1.2. Methodes spectrophotometriques 

On determine avant et apres action de l'uricase l'extinction a 293 nm. L'acide 
urique presente un pic d'absorption maximale a cette longueur d'onde et pas 
l'allantoine. La technique est encore employee par 3,6 % des laboratoires. 
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Exploration fonctionnelle 
hepatique 

Pierre Valdiguie 


L'importance physiologique et metabolique du foie, la frequence des atteintes 
hepatiques ou hepatobiliaires expliquent le caractere fondamental et l'interet de 
l'exploration biologique de cet organe. 

Le choix et la selection de tests sensibles et specifiques peut paraitre diffi¬ 
cile au milieu de la foule de tests hepatiques disponibles mais la simplification 
est facile. 

R ile s'impose d’autant plus que la demande de prescription biologique des 
patients vis-a-vis de leur medecin est abusive, le foie etant considere en France 
comme un organe particulierement fragile et sensible, responsable d'un grand 
nombre de malaises. 


1. Rappel des grandes fonctions hepatiques 

1.1. Fonction excretrice 

7.7.7. Fonction biliaire 

Elle s'apprecie par le dosage des : 

- pigments biliaires. Bilirubine essentiellement dans le sang, urobilinogene 
et urobiline dans les urines ; 

- sels biliaires, pouvant etre recherches facilement dans les urines grace a 
leur action tensio-active (reaction de Hay a la fleur de soufre) ou doses dans le 
sang sous le nom de cholemie ; 

- enzymes de cholestase. Ce sont essentiellement les phosphatases alcalines, 
la "/-glutamytransferase et la 5' nucleotidase. 
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1.1.2. Fonction d'epuration plasmatique 

R ile peut etre etudiee par : 

- I'ammoniemie qui represente aussi la fonction metabolique d'ureogenese ; 

- l'epreuve a la BSP (bromosulfone-phtaleine) qui est encore parfois prati- 
quee. Elle consiste a mesurer dans le plasma la disparition du colorant (par pho¬ 
tometric apres alcalinisation) injecte par voie veineuse sous forme d’une solu¬ 
tion a 30 mg/ml, a la dose de 150 mg/m 2 de surface corporelle. Lesprelevements 
sanguins sont realises 15 mn et 45 mn apres I'injection (protocole de Rosen¬ 
thal) ou apres 8, 15, 45, 90 et 120 mn (clairance de la BSP, normalement de 
0,12aO,18mVmn). 

Dans l'epreuve simple les taux de colorants ne doivent pas depasser 25 % a 
15 mn et 5 % a 45 mn, ce dernier chiffre etant parfois seul pris en compte. 

1.1.3. Fonction de detoxication etde conjugaison 

Diverses fonctions chimiques sont utilisees par l'hepatocyte pour assurer ces 
fonctions fondamentales, rarement explorees maintenant. 

Citons par exemple les fonctions suivantes : 

- fonction NH 2 du glycocolle detoxicant l'acide benzoique sous forme 
d'acide hippurique ; 

- fonction acide du sulfate se combinant a divers hormones ; 

- fonction aldehyde du glycuronate conjuguant des hormones steroldes ou la 
bilirubine. 


1.2. Fonctions metaboliques. Recherche de l'insuffisance cellulaire 

1.2.1. Metabolisme glucidique 

La glycemie seule appartient a ce chapitre. Toutefois sa baisse profonde ne 
s'observera qu'au cours des grandes destructions du foie. 

7.2.2. Metabolisme proteique 

Le dosage des proteines totales et mieux celui de la serum-albumine appre- 
cie les possibility de biosynthese hepatique. 

Les "y-globulines sont elevees dans la plupart des cas de cirrhose alcoolique, 
d'hepatite chronique active et de cirrhose biliaire primitive. 

Les globulines oq et a 2 sont augmentees en cas de tumeurs malignes. Ainsi 
s'explique l'interet de l'electrophorese des proteines seriques si l'on soup- 
conne une hepatopathie chronique. 

L'etude des facteurs de la coagulation et du complexe prothrombinique en 
particulier est un temps important dans la recherche d'une insuffisance cellu¬ 
laire hepatique. 



Exploration fonctionnelle hepatique 


297 


Le temps de Quick ou taux de prothrombine est allonge en cas de choles- 
tase et d'insuffisance hepatocellulaire. Le dosage des facteurs II, V (proaccele- 
rine), VII (proconvertine) ou X (Stuart) peut aussi etre demande. 


13. Recherche d'une cytolyse 

L'apparition dans le plasma d'enzymes comme les transaminases, la TGP ou 
ALAT ou alanine-aminotransferase en particulier, comme l'OCT ou omithine- 
carbamyl transferase, comme la choline-esterase ou encore la LDH, signe la 
destruction des hepatocytes ou tout au moins d'importants troubles de la per- 
meabilite cellulaire. 

Le fer serique eleve temoigne aussi d'une cytolyse hepatique. 


1.4. Tests divers 

Selon l'etat clinique des patients, d'autres examens sont souvent necessaires, 
en particulier immunologiques. 

Ainsi la recherche des antigenes du virus de l'hepatite B et l'etude des 
anticorps anti-Hbs, anti-Hbe ou anti-Hbc sont-elles fondamentales au cours de 
l'evolution de ce type d'hepatite, alors que pour l'hepatite C, ce seront les anti¬ 
corps anti-VHC. 

Ailleurs ce sera le dosage de l'a-fcetoproteine qui sera important, accompa- 
gnant une echographie hepatique. 

Enfin dans certains cas seule l'histologie donnera des renseignements 
valables apres ponction-biopsie du foie. 


2 . Choix des tests hepatiques indispensables 

Nous venons de voir que de nombreux examens biologiques d'exploration 
hepatique ont ete proposes. Cependant un petit nombre peut etre retenu, com- 
portant des tests suffisants et necessaires qui doivent done etre systematique- 
ment effectues chez tout malade suspect d'une maladie du foie ou de la voie 
biliaire principale. 


2.1. Dosage de la bilirubine serique 

Cet examen (cf. chapitre 11, Constituants azotes non proteiques) permet de 
reconnaitre une hyperbilirubinemie moderee car le subictere n'est cliniquement 
perceptible, a la lumiere du jour, qu'a partir de 25 ou 30 (imol/1 de bilirubine 
(valeurs usuelles de 1,5 a 20 funol/l). 
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Le depistage portera surtout sur la fraction libre, non conjuguee ou indirecte 
temoignant alors d'une hyperhemolyse ou d'une maladie de Gilbert. 


2.2. Determination de l'activite des transaminases 

Ces enzymes (cf. chapitre 10, Enzymes plasmatiques), (valeurs usuelles de 
5 a 50 Vil a 37 °C), n'ont pas de specificite hepatique particuliere. 

Toutefois une elevation de la TGP ou ALAT (alanine aminotransferase) signe 
une cytolyse hepatique. Cela s'observera done dans toutes les hepatites aigues, 
virale, toxique, medicamenteuse, au cours de la necrose ischemique du foie ou 
de l'insuffisance cardiaque severe, de l'hepatite chronique active. 

Dans I'hepatopathie alcoolique subaigue, la TGO ou AS AT (aspartate ami¬ 
notransferase) est generalement plus elevee que la TGP. 

2.3. Mesure de l'activite de la "/-GT 

La "y-GT ou "/-glutamyl transferase (valeurs usuelles de 5 a 80 VU a 37 °C) 
est augmentee dans tous les cas d’hepatite aigue ou chronique (avec les trans¬ 
aminases), dans la cholestase (avec les phosphatases alcalines), dans I'alcoo- 
lisme chronique , dans les metastases ou elle constitue classiquement un mar- 
queur precoce. 

Son elevation moderee est aussi observee a 1'occasion de la prise de nom- 
breux medicaments et enfin parfois aussi chez des sujets parfaitement normaux, 
des lors longtemps accuses d'intemperance ! 


2.4. Determination de l'activite des phosphatases alcalines 

Leur elevation (valeurs usuelles de 30 a 125 Vil a 37 °C) est un bon signe de 
cholestase (avec la ’y-GT). L'origine osseuse, osteoblastique, doit parfois etre 
recherchee chez certains patients atteints d ' osteomalacie ou de maladie de 
Paget ou parfois meme d'hyperparathyroldie. 

La separation des activites hepatique et osseuse peut etre realisee par inacti¬ 
vation thermique a 56 °C des enzymes d'origines osseuse ou par electrophorese 
des isoenzymes. 


2.5. Electrophorese des proteines seriques 

E lle est utile dans les hepatopathies chroniques ou les •v-globulines sont ele- 
vees : bloc (3-y des cirrhoses, augmentation dans les hepatites chroniques 
actives, les cirrhoses biliaires primitives. 
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L'albumine, les ctj et a 2 sont a considerer lors du diagnostic des metastases 
en particulier apres des cancers digestifs. 

2.6. Autres analyses 

Elies n'ont qu'un interet limite honnis quelques cas particuliers comme 
l'etude des facteurs de l'hemostase ou du temps de Quick dans la grande 
insuffisance hepatique precedant le coma. 

De meme l'etude de Telimination de la BSP est un bon test general d'inte- 
grite hepatique mais il est redondant avec l'une ou l'autre des analyses prece- 
demment citees. 

Enfin n'oublions pas que l'interet des tests biologiques s'efface souvent 
devant d'autres examens paracliniques tels qu'echographie (pour le depistage 
des metastases) ou examen histologique apres ponction-biopsie (pour preciser 
le caractere agressif d'une hepatite chronique par exemple). 

La conduite a tenir est done simple. En effet si les 4 ou 5 tests ci-dessus sont 
normaux, il n'y a alors pas de lesion dufoie. 

Si deux au moins sont perturbes, il y a vraisemblablement line maladie du 
foie ou de la voie biliaire principale et une deuxieme serie d'analyses plus spe- 
cifiques devra etre alors entreprise. 

Quelques exemples de pathologie courante serviront a illustrer ces propos. 


1 3. Quelques applications cliniques 

3.1. « Crise de foie » 

Parfaitement connue de tous cette manifestation bien banale associe des 
cephalees, des nausees ou vomissements, une haleine nauseabonde et une 
langue blanche. 

Le foie est, dans notre pays, responsable de ces maux alors qu'il ne l'est pas 
en Belgique ou en Suisse francophones. 

L'exploration biologique, si elle est realisee, est toujours normale et il faut 
done rechercher une autre etiologie, sous reserve d'avoir cependant elimine 
toute pathologie lithiasique de la vesicule biliaire : 

I - les migraines avec ou sans manifestations digestives associees sont sou¬ 
vent responsables de cette semeiologie. Il s'y associe volontiers des signes neu- 
rologiques hemilateralises et une photophobie ; 

- les gastrites aigues, avec ou sans stase, s'accompagnent souvent de crises 
dyspeptiques analogues ; 

l'allergie alimentaire ou toxique est aussi souvent en cause pour les ali- 
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ments tres divers (oeufs, chocolat, lait, etc.). L'alcool ethylique doit pouvoir etre 
range dans cette categorie et dans la precedente (gastrite associee). 

- les colopathies fonctionnelles peuvent donner une semeiologie voisine. 

3.2. Ictere 

Dans tout ictere, quelle qu'en soit sa cause, l'exploration fonctionnelle hepa- 
tique sera perturbee. Les examens aprescrire seront : 

- bilirubine directe et indirecte ; 

- transaminases (TGP surtout). L'elevation de la TGP traduira en effet tres 
rapidement l'intensite de la souffrance hepatique devant la cholestase ; 

- les enzymes de cholestase seront tres eleves bien evidemment. 

La demarche etiologique pourra s'appliquer, selon l'algorithme ci-contre (cf. 
aussi figure 11.6). 

Dans cet ensemble, les etiologies sont dominees , au plan de la frequence, par 
les icteres par retention, d'origine calculeuse ou neoplasique etpar les hepa¬ 
tites d'origine virale. 

Des lors des analyses specifiques doivent etre demandees en particulier pour 
les hepatites B, qui permettront de guider diagnostic et pronostic : 

Ag Hbs-> Infection en cours (ou porteur sain). 

Ac Anti-Hbs-> Guerison. Sujet protege. 

Ag Hbc-> Non decelable dans le sang. 

Ac Anti-Hbc-> a IGM infection en cours. 

a IGG infection ancienne. 

Ag Hb e-> Infection tres intense. 

Ac Anti-Hbe-> Pronostic ??? 

Pour les hepatites C la recherche d'anticorps anti-VHC doit conduire, si elle 
est positive, a une etude de la viremie par biologie moleculaire. 

33. Gros foie 

Les signes biologiques a utiliser en premiere intention sont ceux de la choles¬ 
tase ou de la cytolyse. 

Les mesures d'activite des phosphatases alealines, de la y-GT et de la TGP 

seront done necessaires. 

Les etiologies devront etre recherchees parmi les causes suivantes : cirrhoses, 
cancer secondaire du foie, insuffisance cardiaque congestive, infestations parasi- 
taires ou maladies du sang. 
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Figure 12.1 • Schema algorithmique pour le diagnostic des icteres. 


- Microsph6rocytose ou secondaire 

- Drepanocytose 

- Elliptocytoso 
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3.4. Ascite 

Devant cet epanchement peritoneal, l'analyse fondamentale est l'examen chi- 
mique et histologique du liquide d'ascite. 

Ainsi un exsuddt (taux de proteines > 25 g/1) traduit une irritation peritoneale 
directe et le diagnostic est malheureusement le plus souvent un cancer de 
l'ovaire ou un cancer du peritoine. 

Un transudat (taux de proteines < 25 g/1) s'observera lors de l'hypertension 
portale : 

- d'origine pre-hepatique : compression ou phlebite de la veine porte ; 

- d'origine hepatique : cirrhoses essentiellement ; 

- d'origine post-hepatique : insuffisance cardiaque ou pericardite constructive. 


3.5 Elevation isolee de la y-glutaml-transferase 

II faut rechercher avant tout : 

- une intoxication alcoolique (examen clinique, VGM, C.D. transferrine, test 
de sevrage devant entrainer tres rapidement une chute du taux de la y-GT) ; 

- des troubles nutritionnels ou metaboliques tels que dyslipidemies, diabete, 

etc.; 

- line hepatotoxicite medicamenteuse (contraceptifs steroldiens, antiepilep- 
tiques, etc.). 

Sinon envisager en deuxieme lieu : 

- une affection hepatobiliaire jusque-la latente sans oublier l'echographie a 
la recherche d'une metastase ; 

- une parasitose, une dysthyroidie, une cirrhose biliaire primitive doivent 
aussi etre evoquees ; 

- dans 1 a 5 % des cas enfin il faut savoir qu'aucune etiologie ne peut etre 
retenue. Malgre l'inquietude des patients, le diagnostic de normalite peut etre 
maintenu sous reserve d’une surveillance biologique reguliere, 2 fois par an, 
comportant y-GT, phosphatases alcalines et transaminases. 
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Exploration fonctionnelle renale 

France cle La Farge 


1. Introduction 

L'urine definitive resuite des deux mecanismes suivants : 

- la filtration glomerulaire ; 

- la reabsorption et la secretion tubulaires. 

Mais avant d'envisager une exploration fonctionnelle renale fine, il faut parler 
d'une exploration fonctionnelle renale globale et courante. 

Tout examen clinique comporte un interrogatoire, un examen physique et 
enfin un examen des urines au cabinet meme du medecin. 

1.1. Examen des urines au cabinet du medecin 

1.1.1. Examen macroscopique 

Normalement les urines sont parfaitement limpides. Des urines anormalement 
colorees doivent faire penser a une hematurie, une hemoglobinurie, une myo- 
globinurie ou bien la prise d'aliments ou de medicaments colorant anormale¬ 
ment les urines. 

1.1.2. Examen par les bandelettes 

II remplace la recherche de glucose par la liqueur de Fehiing ou d'une protei- 
nurie par la chaleur en presence d'acide acetique. Les bandelettes sont consti¬ 
tutes par un support plastique rigide sur lequel sont fixees des plages reactives 
distinctes. Ces zones reactives sont stables et pretes a l'emploi. 
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Les differents parametres que Ton peut apprecier actuellement sont les sui- 
vants : pH, densite, sang, proteines, glucose, corps cetoniques, bilirubine, urobi- 
linogene, nitrites et leucocytes pour depister une infection urinaire. 

Pour obtenir des resultats optimaux, il convient d'utiliser une urine fraiche, en 
recueillant les urines apres la toilette genitale et au milieu du jet. Le temps de 
lecture varie entre 0 et 60 secondes. Un examen negatif permet de ne pas pour- 
suivre l'exploration. Toute anomalie impose une confirmation par des examens 
de laboratoire. 

1.2. Examens biochimiques de routine 

1.2.1. Urines 

Tous les examens doivent etre effectues sur des urines de 24 heures. 

1.2.1.1. Proteinurie 

Son depistage repose sur l'usage des bandelettes reactives et son dosage est 
effectue a l'aide d'acide sulfosalicylique, d'acide perchlorique ou de colorants 
sur des urines de 24 heures. Les resultats sont exprimes en grammes/24 heures. 
(Cf. chapitre 9). 

Les proteinuries sont generalement permanentes. Elies peuvent etre intermit- 
tentes, c'est le cas des proteinuries d'effort et surtout de la proteinurie orthosta- 
tique frequente au cours de l'adolescence. 

L'etude qualitative est realisee par electrophorese ou bien par immuno-fixa- 
don, parfois apres concentration des urines. 

On distingue : 

- la proteinurie physiologique inferieure a 150 mg/24 h, contenant 2/3 de 
globulines et peu d'albumine ; 

- les proteinuries tubulaires : rares, avec peu d'albumine ; 

- les proteinuries glomerulaires ; elles peuvent etre selectives, faites de 80 % 
d'albumine ou non selectives, avec toutes les fractions proteiques du plasma ; 

- les proteinuries monoclonales temoignant de la presence d'une globuline 
anormale dans les urines migrant en position a ou p. La plus frequente est la 
proteinurie de Bence Jones. 

1.2.1.2. Electrolytes 

Les variations sont considerables d'unjour a l'autre en fonction des apports. 
Les dosages les plus frequents sont Na 4 ' et K' 1 '. 

Normalement Na/K > 1. Si Na/K < 1, il faut penser a une reaction d'hyperal- 
dosteronisme. 
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1.2.1.3. Constitucmts azotes (cf. chapitre 11). 

► UREE- 

sa concentration par litre interpretee par rapport au taux d'uree plasmatique 
renseigne sur le pouvoir de concentration du rein. Le rapport Uree urinaire/Uree 
plasmatique est habituellement superieur a 20. Le debit ureique par 24 heures 
renseigne sur la ration azotee alimentaire. 

► CREATININE: 

son taux d'excretion par 24 heures est constant d'un jour a l'autre, il reflete le 
catabolisme musculaire. Sa mesure est necessaire a la determination de la clai- 
rance de la creatinine. 

► ACIDE URIQUE: 

le dosage est justifie en cas de goutte et de lithiase urique. 

1.2.1.4. Elements cytobacteriologiques 

► HEMATIES: 

dans une urine normale, on doit trouver moins de 5 hematies par mm ou 
5 000/ml. 

*'► LEUCOCYTES- 

l'urine normale ne doit pas contenir de leucocytes ou tout au moins ne doit 
pas depasser 10 000 leucocytes/ml. 

CYLINDRES: 

ils sont constitues d'une proteine d'origine tubulaire. Les cybndres proteiques 
ou acellulaires ont peu de signification pathologique. 

Au contraire les cybndres hematiques indiquent que l'hematurie vient du 
parenchyme renal, en particulier des glomerules. 

Les cybndres leucocytaires represented un etat inflammatoire du paren¬ 
chyme renal. 

► LES CRISTAUX n'ont pas de signification pathologique. 

► LES CELLULES EPITHELIALES n'ont qu'une valeur semeiologique mal definie. 

► LA PRESENCE DE GERMES a l'examen direct necessite une uroculture. 

m 

1.2.2. Sang, plasma, serum 

1.2.2.1. Dechets azotes 

- La creatinine plasmatique : ce dosage est celui qui permet d'apprecier 
le plus facilement la valeur de la fonction renale. Le taux plasmatique est 
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remarquablement fixe pour un individu donne car il depend uniquement de 
l'importance de la masse musculaire et de la fonction renale. Le taux est 
independant du volume des urines et du regime alimentaire. 

- L'uree sanguine ; son taux depend certes de la fonction renale mais aussi 
du volume de la diurese et de la teneur en proteines du regime alimentaire. Ce 
dosage doit etre remplace par celui de la creatinine plasmatique pour apprecier 
la fonction renale. 

- L'acide urique : valeurs normales de 250 a 420 u,mol/1. Son taux s'eleve 
chez le goutteux et aussi en cas d'insuffisance renale. 

1.2. 2 . 2 . lonogramme sanguin : 

Na' 1 ", K + , Cl", bicarbonates. Leur etude est indispensable pour tout desordre 
hydroelectrolytique avec ou sans insuffisance renale. Le K + s'eleve beaucoup en 
cas d'insuffisance renale et plus particulierement en cas d'anurie. 

1.2.2.3. Equilibre phosphocalcique (cf. chapitre 3) : 

- examens sanguins : calcium, phosphore, phosphatases alcalines ; 

- examens urinaires : calcium, phosphore ; 

- rein, os et intestin participent au metabolisme phosphocalcique. 

1.2.2.4. Equilibre lipidoprotidique (cf. chapitre 7) 

Au cours des syndromes nephrotiques, si la proteinurie est superieure a 
4 g/24 h, on note : 

- une baisse des protides totaux inferieure a 60 g/1 avec baisse de l'albumine 
< a 30 g/1 ; 

- une elevation des a 2 -p globulines et une baisse des y globulines ; 

- une hyperlipemie mixte avec un cholesterol a 10 mmol/1 et des triglyce¬ 
rides a 4 mmol/1. 


2. Notions de clairance 

La clairance d'une substance eliminee par le rein se definit comme le volume 
de plasma epure totalement de cette substance dans l'unite de temps. Plus la 
clairance est elevee plus le « pouvoir d'epuration » du rein pour la substance 
consideree, est grand. 

La clairance renale est etablie facilement pour toute substance presente dans 
le sang et les urines au moyen de la formule suivant : 
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U = concentration urinaire de la substance en mmol/1. 

P = concentration plasmatique de la substance en mmol/1. 
V = debit urinaire en ml/s. 


3. Exploration fonctionnelle du glomerule 

R ile peut etre realisee grace a la determination de la clairance d'une substance 
excretee par la seule filtration glomerulaire (figure 13.1), telle que l'inuline, une 
perfusion veineuse de la substance etudiee permettant d'obtenir une concentra¬ 
tion plasmatique constante. 

Avec l'inuline, on obtient dans ces conditions, chez le sujet normal, des 
valeurs de 2 ml/s pour 1,73 m 2 de surface corporelle. 

Cette clairance correspond au volume de filtrat glomerulaire ou de l'urine pri¬ 
mitive elabore en 1 seconde. 

Les regies a respecter pour une evaluation correcte de la clairance sont les 
suivantes : 

- repos pendant toute I'epreuve ; 

- recueil des urines rigoureux et suffisant; 

- la mesure de la clairance doit etre rapportee a la surface corporelle de 
reference (1,73 m 2 ) chez Venfant. 

3.1. Mesure de la filtration glomerulaire 

Principe : si une substance filtree a travers le glomerule n’est ni reabsorbee, 
ni secretee par le tubule, elle est integralement retrouvee dans l'urine definitive. 
Sa clairance mesure le volume de l'ultra-filtrat plasmatique. 

Les substances utilisees pour la mesure de la filtration glomerulaire doivent 
reunir les conditions suivantes : 

- ne pas se fixer sur les proteines plasmatiques (non ultrafiltrables) : 

- ne pas etre metabolisees dans l'organisme ; 

- ne pas avoir d'action pharmacodynamique ; 

- etre d'un dosage facile. 

3.1.1. Clairance de l'inuline 

L'inuline est eliminee de maniere stricte par le glomerule. 

La mesure de sa clairance est la methode de reference dans 1'evaluation de la 
filtration glomerulaire. 

Cette mesure est exclusivement reservee a la recherche, oil elle est tres utili- 
see pour des mesures precises et pour apprecier la valeur de nouvelles tech¬ 
niques. 
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( 2 ) 



(2) Inuline, 

Creatinine 
C#2 m l/s±0,3 


Figure 13.1 m 

(1) Determination du flux sanguin renal par la clairance (C) du PAH. A faible concentration plasma- 
tique, le PAH est presque totalement secrete dans la lumiere tabulaire. 

(2) Mesure de la filtration glomerulaire par la clairance de la creatinine endogene. La creatinine ne pre¬ 
sente pas de reabsorption ni de secretion tabulaire. 

(3) L'acide urique presente une forte reabsorption et une faible secretion. 


• La clairance est de 2 ml/s. 

L'inuline est un polysaccharide du fructose dose colorimetriquement par la 
methode de Selivanoff car par hydrolyse prealable on obtient du fructose (colo¬ 
ration rouge a chaud avec du resorcinol). Elle peut etre egalement dosee par 
methode fluorimetrique ou enzymatique. 

On injecte de l'inuline a 10 % en perfusion veineuse continue, la solution doit 
etre apyrogene. On determine la clairance sur 2 ou 3 periodes d' 1/4 heure. A la 
fin de chaque periode on effectue : 
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- un recueil d'urines par sondage ; 

- un lavage de vessie : avec les eaux de lavages ajoutees aux urines ; 

- un echantillon de sang recueilli sur heparine. 

Ce protocole lourd ne permet pas d'utiliser cette methode en pratique clinique 
courante, mais cette clairance reste la methode de reference. 

3.2.2. Clairance de la creatinine endogene 

En pratique courante, la clairance de la creatinine est done la seule utilisee. 

La creatinine dont le taux est constant dans le plasma, est eliminee uniquement 
par filtration au niveau du glomerule. 

Cette mesure necessite une prise de sang et le recueil des urines avec dosage 
de la creatinine. La periode de recueil est le plus souvent de 24 heures. 

La valeur de la clairance de la creatinine est 2 ml/s ± 0,3. 

Sa mesure est l'examen de base de l'exploration fonctionnelle renale. Elle 
permet d'affirmer l'integrite de la fonction renale ou de mesurer le degre du 
deficit fonctionnel au cours de l'insuffisance renale. 

3.1.3. Cystatine Cplasmatique 

Les cystatines sont des inhibiteurs d'enzymes proteiques. 

La concentration serique en Cystatine C est fortement augmentee en cas d'in- 
suffisance renale grave. 

En raison de son elimination exclusive par filtration glomerulaire et de sa pro¬ 
duction constante dans 1'organisme, la Cystatine C a une concentration plasma¬ 
tique qui depend directement du taux de filtration glomerulaire. 

Le dosage fait appel a des methodes immunoenzymatiques, radioimmunolo- 
giques ou fluoroimmunologiques. Le cout de ces techniques limite considera- 
blement leur utilisation. 


4. Mesure du flux plasmatique renal 

L'acide para-amino-hippurique (PAH) perfuse a faible concentration est eh- 
mine par le rein, a la fois par filtration glomerulaire et secretion tubulaire. 

A faible concentration, tout le PAH est elimine par le rein a l'occasion d'un 
seul passage. 

La valeur de la clairance du PAH devient alors la valeur du flux plasma¬ 
tique renal qui est de 10 ml/s (600 ml/mn), ce qui correspond a un flux san- 
guin renal de 16,6 ml/s (1 000 ml/mn), e'est-a-dire 1/5 du debit cardiaque. 

Le rapport entre le taux de filtration glomerulaire et le flux plasmatique renal 
definit la fraction de filtration qui normalement est egale a 20 %. 

On peut egalement mesurer le flux sanguin renal a l'aide de molecules mar¬ 
quees par un traceur isotopique. Les plus souvent utilisees sont celles mar- 
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quees a l'lode 131 ou au Technetium 99, par des gaz radioactifs tels que le 
Xenon 133 et le Krypton 85, ce qui necessite un catheterisme arteriel et reste du 
domaine de la recherche appliquee. 


5 . Exploration fonctionnelle du tubule 

Elle consiste a etudier les deux fonctions fondamentales du tubule, reabsorp¬ 
tion et secretion. 

- Reabsorption : elle est mesuree en faisant appel a des substances dont la 
clairance (C) est inferieure a la clairance glomerulaire, done C < 2 ml/s. 

L'exemple de telles substances, reabsorbees par le tubule, est l'acide urique : 
C= 0,15-0,16 ml/s. 

- Secretion : elle est mesuree en faisant appel a des substances dont la clai¬ 
rance est superieure a la clairance glomerulaire. 

De telles substances, secretees par le tubule, sont en general des substances 
etrangeres a l'organisme, cornrne la phenoisulfonephtaleine (PSP), le diodrast 
ou le PAH, seul le TmPAH est actuellement utilise. 


5.1. Fonction de secretion tabulaire 

5.1.1. Etude de la 0 2 -microglobuline 

La p 2 -microglobuline est une proteine de faible poids moleculaire. Son cata- 
bolisme est surtout renal. 

C'est classiquement un des marqueurs de la fonction tubulaire bien que son 
faible poids moleculaire entraine une filtration glomerulaire aisee. 

Son interet est tout de meme lirnite car sa concentration serique est augmen- 
tee dans de nombreuses affections extrarenales, telles que myelome, polyarthrite 
rhumatoide... De plus son dosage est onereux. 


5.2. Fonction de reabsorption tubulaire 

5.2.2. Clairance de Vliree 

L'uree est eliminee par filtration glomerulaire et elle subit au niveau du tube 
une reabsorption partielle. 

La clairance de l'uree n'est plus utilisee en pratique courante pour explorer la 
fonction renale car elle est trop dependante du debit urinaire et du regime ali- 
mentaire. 
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5.2.2. Cas de la reabsorption du glucose 

Le mecanisme de reabsorption du glucose illustre les caracteristiques d'un 
systeme actif a capacite de transport limitee. 

Normalement, pour des taux plasmatiques inferieurs a 10 mmol/1, le glucose 
n'est pas excrete dans les urines ; la quantite filtree est reabsorbee. La clairance 
est done nulle. 

Chez un individu normal, le glucose filtre est reabsorbe en to tali te par le 
tube proximal. Cette reabsorption est limitee par un taux maximal de reabsorp¬ 
tion (Tmg) de l'ordre de 350 mg/rnn (soit 32 mmol/s). Chaque individu a une 
valeur du Tmg constante. 

Si la glycemie s'eleve et devient superieure a 10 mmol/1, il apparait une gly- 
cosurie, la clairance devient alors positive et elevee. 

En presence d'une glycosurie, il est important de savoir si la glycemie est 
normale ou pas. 

- Si la glycemie est normale, il faut penser a un diabete renal ou glycosurie 
normoglycemique qui est une affection secondaire a un abaissement du seuil de 
reabsorption renal du glucose. Mais seule l'hyperglycemie provoquee permet 
d'eliminer un diabete sucre. 

- Si la glycemie est superieure a 10 mmol/1, il y a tout lieu de penser a un 
diabete sucre. 


5.3. Fonction de concentration - dilution 

L'osmolalite plasmatique est fixe, voisine de 300 mOsm/kg. L'osmolalite 
des urines est variable de 50 a 1 200 mOsm/kg. Elle est fonction de la boisson 
et de 1 alimentation, generalement comprise entre 500 et 800 mOsm/kg (cf. 
chapitre 1). 

5.3.7. Pouvoir de dilution, epreuve de charge hydrique 

Le sujet en etat d'hydratation normale ingere en 30 a 60 minutes, une charge 
aqueuse de 20 ml/kg. Les urines sont recueillies toutes les heures pendant 
5 heures. L'osmolalite d'un des echantillons doit etre voisine de 100 mOsm/kg. 
Normalement 50 % de la charge aqueuse sont elimines en 2 heures et 80 % en 
5 heures. 

5.3.2. Pouvoir de concentration, restriction hydrique 

Le sujet qui reqoit un regime riche en proteines et en sel, pauvre en boisson, 
est sounds a un jeune hydrique complet de 20 h a 8 h le lendemain. La vessie est 
videe a 24 h. L'osmolalite de 8 h du matin doit etre normalement superieure a 
800mOsm/kg. 
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5.3.3. Eau libre 

L'eau libre est la quantite d'eau qui devrait etre « ajoutee» (en cas d'urines 
concentrees) ou « retranchee » (en cas d'urines diluees) a l'urine pour obtenir 
une urine iso-osmolaire. 


5.3.4. Clairance osmolaire 


La clairance osmolaire est egale au volume du plasma en ml epure par le rein 
de ses substances osmotiquement actives, par seconde. 

Elle est fournie par la formule generale : 


C osmol. = 


U osmol. x V 
P osmol. 


C osmol. : clairance osmolaire. 

V osmol. : osmolalite urinaire. 

P osmol. : osmolalite sanguine. 

V : debit urinaire en ml/s. 

Si la charge osmolaire est eliminee de fa 5 on isotomique au plasma : 

U osmol. = P osmol. 


53.5. Clairance de l'eau libre 

La clairance de l'eau libre (C H o) est la difference entre le debit urinaire V et 
la clairance osmolaire C osmol (cf. chapitre 1). 

C H0 = V-C osmol. 

Si C H o est negative, on dit que les urines sont concentrees ; c'est le cas nor¬ 
mal. La reabsorption de l'eau libre est augmentee sous l'effet de la secretion 
accrue de l'hormone antidiuretique. 

Si C Ho(J est positive, les urines sont diluees. La reabsorption de l'eau libre 
est diminuee sous l'effet d'une secretion insuffisante d'hormone antidiure¬ 
tique. 


d. Physiopathologie des variations de la diurese 

La diurese est sous la dependance d'un mecanisme neurohypophysaire qui 
intervient par le mecanisme de la soif, de la secretion de l'hormone antidiure¬ 
tique et d'un mecanisme renal. La reabsorption de l'eau et des osmoles depend 
de la quantite filtree et des effets sur la fonction tubulaire de facteurs hemodyna- 
miques et hormonaux. 
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A partir de 1'ultra-filtrat, le rein va pouvoir emettre une urine concentree ou 
diluee par rapport au plasma dont l'osmolalite est constante et de 300 mOs- 
mol/kg. Les urines peuvent aller jusqu'a 1 200 mOsmol/kg ou diluees avec des 
valeurs pouvant atteindre 50 mOsmol/kg. 


6.1. Pouvoir de concentration 

II est altere de maniere precoce au cours de 1'evolution de toute insuffisance 
renale chronique. Les nephrons fonctionnels restants assurent l'excretion de la 
charge aqueuse et de la charge osmotique. La charge osmotique accrue par 
nephron induit une polyurie osmotique par nephron residuel. Une charge osmo¬ 
tique identique administree a un sujet sain et a un sujet insuffisant renal sera eli- 
minee avec un volume d'urines plus eleve chez l'insuffisant renal que chez le 
sujet sain. Le volume d'eau requis, pour l'elimination de la charge osmotique, 
sera d'autant plus eleve que la fonction renale sera reduite. 


6.2. Pouvoir de dilution 

II est touche plus tardivement. Dans ce cas, sous l'effet de la charge osmo¬ 
tique par nephron, le mecanisme de dilution fonctionne mal. 


7. Lithiases 

La lithiase renale est une affection frequente. Le traitement des calculs par 
lithotriptie, c'est-a-dire par onde de choc, permet d'eviter souvent la chirurgie et 
rend les recidives moins frequentes. 

7.1. Lithiases calciques 

Lors d'une lithiase calcique, il est necessaire de pratiquer les analyses sui- 
vantes : calcium sanguin, calcium urinaire, acide urique des 24 heures. 

On retrouve des lithiases calciques dans plusieurs eventualites : 

- lors d'une hypercalcemie : c'est souvent le cas d'un hyperparathyroi- 
disme primaire ; 

- lors d'une hypercalciurie sans hypercalcemie : c'est le cas d'une acidose 
tubulaire renale distale, d'une hypercalciurie idiopathique, d'une hypercal¬ 
ciurie d'absorption (ce dernier cas etant le plus frequent) ; 

- lors d'une hyperuricurie : les cristaux d'urate de calcium pourraient entrai- 
ner la nucleation heterogene de l'oxalate de calcium ; 
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- lors d'une hyperoxalurie : il faut toujours penser a une hyperoxalurie 
quand la lithiase d'oxalate de calcium apparait avant 20 ans. II existe une 
hyperoxalurie primitive transmise selon un mode autosomique recessif et 
une hyperoxalurie d'origine intestinale (maladie de Crohn, resection intesti- 
nale). 


7.2. Lithiase de phosphates ammoniaco-magnesiens 

Les calculs de phosphates ammoniaco-magnesiens se forment habituellement 
dans le rein ou la vessie. 

Ils sont souvent d'origine infectieuse. 


7.3. Lithiase urique 

L'acide urique est librement filtre par le glomerule et presque totalement 
reabsorbe dans la partie initiale du tube contourne proximal. L'acide urique 
excrete provient surtout d'une secretion par le tube proximal. 

L'hyperuricurie peut provenir de l'augmentation de l'apport alimentaire et du 
catabolisme tissulaire, de l'elevation de la secretion tubulaire ou d'une diminu¬ 
tion de la reabsorption (cf. chapitre 11). 

II peut y avoir : 

- des lithiases d'acide urique sans hyperuricurie : c'est le cas de la reduction 
du volume urinaire et la diminution du pH urinaire. Pour diminuer le risque, on 
doit proposer au malade d'abondantes boissons alcalines ; 

- des lithiases d'acide urique avec hyperuricurie : on les retrouve dans la 
goutte primitive, dans les etats hypercataboliques, la glycogenose de type 1 ; 

- des lithiases d'acide urique sans hyperuricemie avec hyperuricurie : c'est 
le cas des regimes riches en purines. 


7.4. Lithiase cystinique 

Cette lithiase se manifeste dans l'adolescence. Elle est hereditaire selon un 
mode autosomique recessif. 


8. Exploration du systeme renine angiotensine, 
au cours de Vhypertension arterielle 

Le rein intervient dans le controle de la pression arterielle grace au systeme 
renine angiotensine qui libere la renine, capable d'hydrolyser l'angiotensino- 
gene et de liberer l'angiotensine 1 qui sera transformee en angiotensine II grace 
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a l'enzyme de conversion. L'angiotensine stimule la secretion" d'aldosterone, 
ainsi que le systeme neuroadrenergique. 


8.1. Methodologie 

8.1.1. Activite renine plasmatique (ARP) 

R ile est exploree par des techniques radio-immunologiques en mesurant la 
quantite d'angiotensine II formee en exces de substrat par Taction de la renine. 

Dans les conditions de base, regime normosode, repos depuis 12 heures, 
l'ARP est comprise entre 7,5 et 2 ng/ml/h. 

8.1.2. Aldosterone sanguine eturinaire 

Ces dosages sont utiles au cours des epreuves dynamiques. Ils sont effectues 
par methode radio-isotopique. 

8.2. Interet clinique 

8.2.1. Hyperaldosteronisme primaire 

Au cours de l'hyperaldosteronisme primaire, il existe une augmentation du 
taux d'aldosterone plasmatique et urinaire et une activite renine angiotensine 
basse et non stimulable. 

8.2.2. Stenose de I'artere renale 

Une stenose importante de I'artere renale entraine, dans la majorite des cas, 
une elevation de l'ARP peripherique. 

La mesure de l'ARP dans les deux veines renales represente un argument 
important dans la decision therapeutique : un gradient superieur a 1,5 laisse pre- 
voir une guerison de l'HTA dans les 2/3 des cas apres traitement chirurgical de 
la stenose. 


Conclusion 

Pour que l'exploration fonctionnelle renale soit interpretable il faut qu'elle ait 
ete effectuee avec rigueur (recueil des urines). 

Les methodes d'exploration necessitent souvent un sondage vesical ou un 
catheterisme ureteral d'ou risque d'infection. Elies sont pourtant indispensables. 

L'exploration fonctionnelle renale fait appel a de nombreux examens de rou¬ 
tine ou specialises qu'il faut choisir en fonction de chaque cas clinique. 
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Ces resultats doivent etre confrontes a ceux fournis par les diverses tech¬ 
niques d'imagerie : 

- l'urographie intraveineuse qui utilise des produits de contraste iodes, 
injectes par voie intraveineuse puis elimines par voie urinaire ; 

- l'ureteropyelographie retrograde ; 

- l'angiographie renale qui permet d’opacifier le systeme arteriel ; 

- l'echograhie ; 

- la scintigraphie ; 

- la tomographie informatisee (scanner) et la resonance magnetique 
nucleaire enfin. 

Des qu'un probleme d'equilibre hemodynamique, phosphocalcique, acido- 
basique ou un trouble du metabolisme de l'eau se presente il est souhaitable de 
faire appel a un service d'exploration fonctionnelle renale qui sera le plus apte a 
repondre a l'attente du malade et de son medecin traitant. 
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Elements d’organisation 
du laboratoire 

Pierre Valdiguie 
Jacques De Graeve 


1. Introduction 

L'examen biologique n’est pas seulement une analyse, mais represente un 
ensemble complexe d'etapes qui, du prelevement au compte rendu final, 

necessite une surveillance permanente. Les resultats devront en effet etre aussi 
exacts que les techniques modernes le permettent. 

Cette « production » de resultats est issue de trois etapes successives : 

La premiere, preanalytique, s'effectue d'abord au contact du patient et cor¬ 
respond au prelevement ; elle se continue par le transport et la reception du pre¬ 
levement par le laboratoire. 

La deuxieme, analytique, est l'etape technique proprement dite avec tous les 
elements du traitement de l'echantillon. 

La troisieme etape, post-analytique, consiste a valider les resultats bruts, a 
les analyser dans leur coherence et a les presenter dans une forme permettant 
une bonne interpretation par le prescripteur. 

Chaque etape de ce processus analytique est l'objet de controles qui contri- 
buent a une assurance de qualite. 


2 . Prelevement 

La procedure de recueil du prelevement devra tenir compte de trois types de 
parametres (tableau 14.1). 
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Tableau 14.1 • Facteurs de variability des prelevements. 


Sujet 

— etatphysiologique • age, sexe, taille, poids 

• jeune, stress, activite physique, regime, tabac 

• grossesse, lactation, menopause 


- position • debout 


• couchee 


- rythmes • circadien 


• hebdomadaire 


• mensuel 

Constituant 

- metabolisme in vitro, degradation 


— sensibilite aux agents exterieurs • lumiere 


• variations de temperature 


- effecteurs • analogues stmcturaux 


• medicaments 

Specimen 

- plasma/serum 

- urines 

— liquide cephalorachidien 

— ponction veineuse / arterielle 

— ponction avec ou sans garrot 


2.1. Parametres lies au sujet 

Si un jeune de 12 heures est imperatif pour un bilan lipidique, la glycemie et 
la phosphatemie, un jeune de 3 heures est suffisant pour la majorite des autres 
parametres. 


2.2. Parametres lies au constituant dose 

II faut eviter une degradation du constituant a doser soit en utilisant un agent 
conservateur, soit en respectant la chame du froid. 

Un point particulier doit etre note pour les prelevement sanguins : 
I'hemolyse. Generalement l'hemolyse est liee a un mauvais prelevement, elle 
pose des problemes pour la majorite des analyses (tableau 14.2) 


2.3. Parametres lies au specimen 


Ils varient avec la nature du specimen et du lieu de ponction (tableau 14.3). 
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Tableau 14.2 • Rapports des concentrations de quelques constituants de Verythrocyte 
par rapport au serum. 


Creatinine . 1,60 

Potassium. 25 

Magnesium . 2,7 

LDH. 160 

Phosphatases acides. 57 

TGO. 3 

TCP. 20 


Tableau 14.3 • Exemples d'utilisation des tubes en biochimie (les couleurs sont celles 
de la societe « Becton Dickinson ». 


Tube heparine (bouchon vert) 
Tube fluore (bouchon gris) 
Tube sec avec gel separateur 
(bouchon rouge marbre) 

Tube EDTA (bouchon violet) 


lonogramme. Ammonium, Cortisol 
Glucose, Lactate 

Enzymes, Medicaments, lonogramme. Substrats 
Hemoglobine glyquee. Bilan lipidique 


Dans tous les cas, si le prelevement n'est pas effectue par le laboratoire, il est 
conseille de noter le maximum d'information, concernant les parametres prece¬ 
dents, sur le bon de demande et de l'identifier soigneusement (ces erreurs etant 
malheureusement les plus courantes et les plus difficiles a rectifier). 

Paradoxalement le prelevement le plus difficile a pratiquer, meme en dehors 
du cas du nourrisson, est celui des urines (tableau 14.4). 

Pour une realisation correcte des analyses sur un echantillon urinaire de 
24 heures, il est fondamental qu'un recueil complet et precis des urines soit 
effectue. 


Tableau 14.4 • Procedure de recueil des « urines de 24 heures » 

1. Vider la vessie le matin au lever. 

2. Jeter ces urines et noter la date et l'heure. 

3. A partir de ce moment-la, dans un recipient propre fourni par le laboratoire, col- 
lecter les urines de chaque miction, tout au long de lajournee. 

4. Faites le dernier recueil, le jour suivant, au lever, a la meme heure que la veille. 

5. Apporter le recipient au laboratoire le plus vite possible. 


Globalement une analyse sanguine necessite 50 a 200 IJLI d'echantillon, il suf- 
fit done de recueillir autant de fois ce volume que de parametres a doser plus 
1 ml pour tenir compte des controles et des volumes morts avant centrifugation. 
La duree de conservation doit etre reduite au maximum. Apres decantation, les 
temps de conservation sont variables en fonction de la duree et de la tempera¬ 
ture de conservation (tableau 14.5). 
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Tableau 14.5 • Principales durees de conservation (selon les recommandations de la 
SFBC). 


CONSERVATION DES SUBSTRATS 
(Seriques et/ou plasmatiques) 

Substrat 

+4°C 

20-25 °C 

-20°C 

Bilirubine * 

oui 

oui 

oui ± 

Cholesterol 

< 6 jours 

< 6 jours 

au moins 6 mois 

Creatinine 

24 h 

24 h 

au moins 6 mois 

Fer 

< 7 jours 

< 4 jours 

? 

Albumine 

< 6 jours 

< 6 jours 

au moins 6 mois 

Glucose 

< 7 jours 

<24h 

+ 

Urates 

5 jours 

5 jours 

au moins 6 mois 

Uree 

< 3 jours 

<24h 

au moins 6 mois 

Triglycerides 

< 3 jours 

non 

- 

Phosphates 

< 7 jours 

< 2 jours 

- 

* A la condition que le tube soit toujours conserve a l'abri de la lumiere. 

CONSERVATION DES ENZYMES (entube ferme) 

Delai pendant lequel la perte d'activite des enzymes est < a 10 % 

Enzymes 

+4°C 

20-25 °C 

-20°C 

Aldolase 

<5 jours 

< 3 jours 

- 

a-amylase 

< 5 jours 

< 5 jours 

- 

Cholinesterase 

< 7 jours 

< 7 jours 

1 semaine 

CK(NAC activee) 

< 7 jours 

< 2 jours 

1 mois 

CK-MB (NAC) 

<24h 

< 1 h 

- 

TGO (ASAT) 

< 3 jours 

< 3 jours 

1 mois 

TGP (ALAT) 

< 3 jours 

< 3 jours 

non, instable 

7 GT 

7 jours 

7 jours 

1 mois 

LDH 

3 jours 

3 jours 

instable 

Lipase 

5 jours 

24 h 

- 

Phosphatases alcalines 

< 7 jours 

< 2-3 jours 

1 mois 


3. Traitement du prelevement * 

Pour chaque analyse, il existe une procedure analytique bien definie, asso- 
ciant les elements suivants, reunis dans un manuel interne au laboratoire : 

1) Logistique : localisation, nom du responsable (numero de telephone, de 
telecopie), disponibilite, delai de reponse, possibility de reponse en urgence, 
cotation. 

2) Specimen : nature, volume, type de tube, identification, etiquetage, pre- 
traitement eventuel du prelevement, conditions de stabilite, conditions de trans¬ 
port en cas de sous-traitance. 


* Reproduit avec 1 'aimable autorisation de A. Vassaultf2). 
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3) Facteurs de variations biologiques (a prendre en compte pour le preleve- 
rnent), renseignements cliniques indispensables. 

4) Principe de dosage. 

5) Materiels - methodes : appareil, reactifs (qualite, controles, stabilite), eta- 
lons primaires (nature, nornbre, stabilite), specimens de controle (nature, 
nombre, mode d'utilisation, stabilite...), calibrateurs (nornbre, nature, precau¬ 
tions...). 

6) Mode operatoire : preparation des specimens, des reactifs, des calibra¬ 
teurs, conditions operatoires du dosage (programmation des instruments, tempe¬ 
rature, rapport de dilution, duree et nombre de mesures, nature du blanc reactif, 
mode, frequence et controle du calibrage...), calculs (mode d'expression, 
conversions du systeme SI versus systeme conventionnel). 

7) Controle : valeurs cibles, limites d'acceptabilite en fonction du type de 
specimen de controle, limites de rejet, limites d'alerte. 

8) Performances analytiques : domaine de rnesure (lirnite de detection, 
limites de linearite), precision pour differents niveaux de concentration (dans la 
serie, de serie a serie), exactitude, interferences (endogenes : bilirubine, trouble, 
hemolyse-exogenes : medicaments). 

9) Valeurs usuelles : en fonction de l'age, du sexe, des conditions physiolo- 
giques. 

10) Precautions - causes d'erreur : nature du liquide de dilution pour les re¬ 
analyses, limites de stabilite de l'analyse, procedures a suivre pour les speci¬ 
mens hemolyses, troubles ou icteriques, precautions pour acheminer les speci¬ 
mens adresses a d'autres laboratoires. 

11) Valeur semeiologique et interpretation : application au diagnostic ou a la 
surveillance des maladies, limites et informations utiles. 

12) References bibliographiques. 

13) Remarques eventuelles : technique de depannage en cas d'indisponibilite 
d'appareil ou de reactif. 

14) Cahier de bord : changement de lot de calibrateur, changements de lot de 
reactifs. 

15) Serotheque. 


4. Resultat — Interpretation 

4.1. Erreurs analytiques 

Elies sont de deux types. 

4.1.1. Erreurs aleatoires 

Elies affectent la PRECISION du processus analytique. 
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La precision est: l'accord, la similitude entre des mesures repetees sur un 
meme echantillon. 

L'imprecision caracterise la dispersion des valeurs obtenues lors des 
mesures repetees de ce meme echantillon. L'imprecision peut etre quantifiee 
par l'ECART-TYPE ou par le COEFFICIENT de VARIATION. 

+ 

+ 

+ + 

+ + + + 

+ + + + + 

+ + + + + + + 

+ ++ + ++ ++ + ++ + 


135 136 137 138 139 140 141 142 143 

-4 -► 

Dispersion 


Figure 14.1 • Schema d'une distribution montrant l'imprecision des resultats (ion 
Sodium). 


Lorsque l'imprecision est calculee sur des mesures repetees dans les memes 
conditions (meme serie, sans reetalonnage), on utilise le terme de REPETABI- 
LITE. Le terme de REPRODUCTIBILITE correspond a des mesures repetees 
dans des conditions differentes (jour ajour, laboratoire a laboratoire, technicien 
a technicien...). 

Les erreurs aleatoires affectent tous les echantillons en plus ou en moins, 
avec une amplitude variable d'un echantillon a l'autre. On peut distinguer : 

- les erreurs aleatoires relatives : l'amplitude maximale de l'erreur est fonc- 
tion de 1'analyse. 

Exemples : 

- incertitude sur la mesure des volumes de l'echantillon ou du reactif ; 

- instability du systeme photometrique ; 

- instability du systeme de thermostatisation... 

- les erreurs aleatoires « constantes » : l'amplitude maximale de l'erreur est 
constante quelle que soit l'analyse. 

Exemple : incertitude sur la determination du point d'equivalence lors de 
mesures titrimetriques. 
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4.1.2. Erreurs systematiques 

Elies affectent l'EXACTITUDE du processus analytique. 

L'exactitude est l'accord entre la meilleure valeur estimee de la quantite 
mesuree et la valeur vraie. 

- La meilleure valeur estimee peut etre la moyenne des resultats de mesures 
repetees. 

- La valeur vraie est la valeur obtenue avec une technique de reference. 

+ 

+ 

+ + 

+ ++ + 

+ +++ + 

+ + ++++ + 

+ ++ + ++ ++ + ++ + 


Valeur 

vraie 


135 136 137 138 139 140 141 142 143 

^ - ► 

Inexactitude 


Figure 14.2 • Exemple d'une distribution revelant une erreur d'exactitude (ion 
Sodium). 


En presence d'erreurs systematiques, tous les resultats sont affectes d'un biais 
dans le meme sens. On peut aussi, pour ce type d'erreur, differencier : 

- les erreurs systematiques relatives : le biais est fonction de l'analyse effec- 
tuee et depend de diverses variables. Exemples : 

- erreur sur la concentration de l'etalon ; 

- erreur sur les mesures de volume (reactif ou echantillon) pour les tech¬ 
niques utilisant un coefficient et non un etalon : 

- decalage de la longueur d'onde du spectrophotometre ou thermostatisation 
inexacte pour les mesures d'activites enzymatiques. 

- Recuperation imparfaite lors d'extraction : 

- les erreurs systematiques « constantes » : le biais est independant de l'ana¬ 
lyse en cause. Exemples : 

- existence d'un trouble non compense par la soustraction d'un blanc serum 
ou d'un blanc reactif; 

- evolution du blanc reactif lors de mesures d'activite enzymatique. 

Ces erreurs s'ajoutent et contribuent a une erreur totale, cette somrne pouvant 
etre favorable (erreurs qui se compensent) ou defavorables (erreurs qui se cumu- 
lent). Ces erreurs doivent rester dans des limites d'acceptabilite specifiques 
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(tableau 14.6). Les criteres retenus par la Societe franqaise de biologie clinique 
(SFBC) sont maintenant acceptes par la plupart des laboratoires. 


Tableau 14.6 • Criteres de performance acceptable. 


TEST 

SFBC 

Enzymes 

Alanine aminotransferase 

20% 

Amylase 

20% 

Aspartate aminotransferase 

20% 

Creatine kinase (CK) 

20% 

Lactate deshydrogenase (LDH) 

20% 

Phosphatase alcaline 

20% 

Substrats 

Acide urique 

12% 

Albumine 

10% 

Bilirubine totale 

15% 

Calcium 

4,6% 

Cholesterol 

16% 

Creatinine 

15% 

Glucose 

10% 

Fer 

10% 

Proteines totales 

15% 

Triglycerides 

14% 

Uree 

12% 

Electrolytes 

Chlorures 

4% 

Magnesium 

10% 

Potassium 

6,8% 

Sodium 

3% 


4.2 Mode d'expression des resultats 

Une tres grande rigueur doit etre utilisee pour exprimer ces resultats. La 
valeur numerique doit comporter au maximum deux chiffres apres la virgule. 
Les unites et leurs sous-multiples resultent de cette regie. De meme, un resultat 
ne doit pas comporter plus de trois chiffres, dans le cas contraire le multiple 
superieur de l'unite doit etre utilise. Les elements necessaires pour decrire la 
valeur d'un constituant biologique d'un sujet a l'aide d'une quantite sont repris 
dans les tableaux 14.7 et 14.8. 
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Tableau 14.7 • Elements necessaires pour 

Element de la description 

Systeme (dont est issu le constituant) 

Constituant 

Type de quantite 

V aleur numerique 

Unite 


decrire une valeur biologique. 

Exemple 

Serum du patient X a un moment donne 
Ion sodium 

Concentration de substance 
141 

Millimoles par litre 


Tableau 14.8 • Exemple pratique de compte rendu, tenant compte des recommanda- 
tions internationales. 


Systemes * 

Constituant 

Type de 
quantite ** 

Valeur 

numerique 

Unit* 

Intervalle de 
reference 

S 

Albumine 

masc. 

substc. 

42,3 

613 

g/1 

umol/1 

41,3 + 4,0 
600 ± 58 

(JPt)S 

Bilirubine 

substc. 

48 

u.mol/1 

12 ±6 

s 

Calcium 

substc. 

2,5 

mmol/1 

2,5 ± 0,25 

s 

Uree 

substc. 

4.2 

mmol/1 

4,2 ± 2,3 

dU 

Uree 

qs. 

142 

mmol/1 

260 + 80 

S 

Cholesterol 

substc. 

6.2 

mmol/1 

5,6 ± 0,9 

S 

Creatinine 

substc. 

73 

iimol/1 

80 ±40 

(JPt)S 

Fer 

substc. 

23,6 

u.mol/1 

21,5 ± 5,5 

(jPt)S 

Glucose 

substc 

5,6 

mmol/1 

5,0 + 0,5 

Sg 

Hemoglobine 

substc. 

9,6 

mmoVl 

9,1 ± 1,2 

s 

Proteines 

masc. 

71 

g/1 

68,7 ± 2,4 

s 

Phosphatases alcalines 

catc. 

1,73 

uKat/1 

0,5 ± ,025 

(JPt)S 

Urate 

substc. 

0,28 

mmol/1 

0,33 ± 0,10 

dU 

Urate 

qs. 

2,42 

mmol/1 

2,40 + 0,8 


* Systeme : dU : Urine de 24 h ,j : ajeun, P : plasma, Pt: patient, S : Serum, Sg : Sang. 

** Types de quantite : masc. : concentration de masse, substc. : concentration de substance 
(« concentration molaire »), qs. : quantite de substance, qs. rel. : quantite de substance relative, 
catc. : concentration catalytique (concentration d'enzyme). 


Tous les elements doivent contribuer a une interpretation correcte des 
resultats. Cependant, dans tous les cas, un bon dialogue entre le prescripteur 
et le biologiste permettra de supprimer les eventuelles anomalies residuelles 
et d'optimiser l'interpretation et les eventuelles prescriptions complemen- 
taires. 
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5 . Assurance de qualite 

En principe, le controle de qualite repose sur un controle national obliga- 
toire instaure par la loi de juillet 1975 (art. L.761.14 du code de la sante 
publique), pour lequel est prelevee une taxe equivalence a 1 140 fois la valeur 
de la lettre-cle B (1,70 F). 

Ce controle est actuellement organise en biochimie par l'AFSSAPS (Agence 
fran£aise de securite sanitaire des produits de sante) (Ministere de la Sante). 

Fe controle est ponctuel ; il comporte plusieurs envois annuels de 2 echantillons 
lyophilises (generalement un a taux « eleves » et un a taux « bas » (tableau 14.9) 
sur chacun desquels est determine un nombre limite de parametres (environ 8). 


Tableau 14.9 • Regies de reconstitution des echantillons de controle. 

La reconstitution des serums de controle lyophilises doit etre conduite avec un soin 
particulier par un responsable particulier du laboratoire. II faut evidemment: 

- eviter les pertes a l'ouverture du flacon ; 

- utiliser pour la reconstitution de l'eau tres pure ; 

- utiliser des pipettes de precision a deux traits ; 

- melanger par retournements lents puis laisser reposer jusqu'a dissolution complete 
(environ une demi-heure), puis homogeneiser par agitation douee sans faire apparaitre 
de mousse. 


Sous couvert d'un numero d'anonymat, ces resultats sont retournes a l'orga- 
nisme centralisateur qui en fait le traitement statistique ; celui-ci est renvoye 
sous forme de bordereaux individuels et a plus long terme sous forme de 
compte rendu detaille en fonction des codages des techniques et des automates 
(tableau 14.10). 

Ce controle ne porte que sur les parametres les plus usuels et seulement une 
fois par an pour chacun d'entre eux. 

C'est pourquoi ce controle doit etre renforce par d'autres controles : echan¬ 
tillons titres du commerce mais aussi echanges inter-laboratoires organises 
par des associations regionales habilitees a cet effet. 

Ainsi par exemple, le centre toulousain pour le controle de qualite en biolo- 
gie clinique (CTCB) organise un controle plus etoffe puisqu'il comprend : 

- un controle de reproductibilite sur un echantillon lyophilise du commerce 
analyse tous les jours sur tous les parametres, ceci permettant d'evaluer le 
CV % de chaque parametre pour le laboratoire et de le confronter a celui obtenu 
par les autres laboratoires effectuant ce meme controle (tableau 14.11). 

- un controle «en aveugle» hebdomadaire (tableau 14.12 et figure 14.3) 
dont les resultats peuvent etre interpretes de facon quasi immediate a l'aide d'un 
serveur Internet. 



Tableau 14.10 ■ Exemple de compte rendu du conirole de qualite national (publie avec I’aimable auiorisalion de A. LEBLANC. LNS) 
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Tableau 14.12 ■ Exemple de compte-rendu de controle hebdomadaire « en aveugle ». 
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X 

ZONE B - 


ZONE A— 

J 

ZONE A + 

ZONE B + 



M = MOYENNE GENERALE 

ZONE A M±0,5xs 
ZONEB M±s 
ZONE C M ±2 x s 

S=ECARTTYPE 

ZONED M ±2,5 X s 

ZONEE M±3 x s 

ZONE F + > M+3 X s 

ZONE F- < M-3 X s 

Les zones A, B, C correspondent aux 
limites de I'intervalle de fluctuation a 95% 
et done a une exactitude correcte. 


Figure 14.3 • Exemple de compte rendu hebdomadaire du controle d'exactitude du 
CTCB avec ses criteres d'interpretation. 


A cote de ce type de controle regional, il existe aussi des controles internatio- 
naux qui ont pour avantage de noter et classer les participants. 

Le but de l'ensemble de ces controles est la maitrise de la reproductibilite des 
techniques et l'uniformisation des resultats. On connait en effet les problemes 
de standardisation que rencontre, par exemple, l'enzymologie clinique (cf. cha- 
pitre 10). 


6. GBEA, certification, accreditation 

6.1. Guide de bonne execution des analyses 

Pousse par les demarches des pays anglo-saxons, le gouvernement fran£ais a 
publie en 1994 tin Guide de bonne execution des analyses (GBEA) destine a 
creer des conditions de fonctionnement des laboratoires d'analyses medicales 
telles que la qualite est definie, etudiee et assuree. Ce guide, rendant obligatoire 
la mise en place d'un systeme Qualite, a ete remis ajour en decembre 1999. 

Void les differents chapitres de ce document fondamental qui regit l'ensemble 
du fonctionnement des laboratoires de biologie clinique publics ou prives : 

- 1 Introduction, 

Objet, Definition des termes, 

- II Regies de fonctionnement 
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Organisation, Installation, Instrumentation, Materiels et reactifs. Informa- 
tique, Elimination des dechets. 

- Ill Execution des analyses. Regies generates 

Procedures et modes operatoires, Prelevements, identification, conservation et 
elimination des echantillons. Validation des resultats. Expression des resultats et 
comptes rendus d'analyses. Transmission des resultats. 

- IV Cas particuliers des examens de laboratoire destines aux recherches 
biomedicales (protocoles d'essais cliniques de medicaments nouveaux) et des 
examens utilisant les techniques de biologie moleculaire. 

- V L'assurance de Qualite 

Responsabilite de la personne chargee de l'assurance qualite, l'Evaluation 
externe de la qualite, Controle de qualite interne. 

- VI Stockage et Conservation des archives. 

- Annexe A : Regies d'organisation et de fonctionnement pour les labora- 
toires de statut prive : 

Forme d'exploitation et autorisation d'ouverture, Locaux, Signalisation, 
Equipement, Personnel, Transmission des prelevements aux fins d'analyse, 
Tarifs applicables. 

- Annexe B : Fiche de suivi medical. 

- Annexe C : Duree et temperature de conservation des echantillons biolo- 
giques. 


6.2. Certification 

C'est l'existence d'un systeme d'assurance qualite, repondant aux normes 
internationales ISO 9000. Ces normes, datant de 1994 sont en cours de revision, 
les nouvelles etant prevues pour fin 2000. 

La certification, reconnaissance d'une conformite, est delivree par des orga- 
nismes habilites, leur habilitation etant reconnue par le COFRAC qui est 
capable de les accredited 


6.3. Accreditation 

Lorsque, a la suite d'audits, la demonstration de la competence et de la mai- 
trise du processus qualite mis en place est faite, 1'accreditation peut etre alors 
delivree. 

F ile impliquera une reconnaissance de competence en matiere d'organisation 
du laboratoire ainsi qu'en matiere de qualite technique. 

L'organisme habilite par les instances europeennes est en France le 
COFRAC, Comite franqais d'Accreditation, qui s'appuie sur les normes euro¬ 
peennes EN 45001, et qui a mis en place une commission specialisee pour la 
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Biologie medicate. Les auditeurs qualiticiens sont accompagnes d'auditeurs 
techniques, competents en matiere de laboratoire d'analyses medicates. 

Alors que le GBEA est obligatoire, certification et/ou accreditation sont des 


demarches volontaires. 
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Porphyrie cutanee : 115. 

Potassium: 16. 

Potentiometrie : 23. 

Pravastatine : 185. 

Prelevement: 317. 

Pro-insuline : 138. 

Probucol: 186. 

Profil proteique : 215. 

Progestatifs : 183. 

Propeptide C-terminal du procollagene 1 : 
80,82. 

Proteines: 14,35. 


C reactive (CRP): 205. 
de Bence Jones : 219, 225. 
de la phase aigue : 203. 
de l'inflammation : 203. 
de transport: 198. 

« glyquee » : 150. 

Proteinogramme : 217. 

Proteinurie : 219, 304. 
glomerulaire : 220. 
physiologique : 219. 
tubulaire : 220. 

Protidemie totale : 214. 

Proto-oncogenes : 206. 

PSA: 247. 

Pseudohypoparathyroidies : 89. 

Psychoses maniacodepressives : 128. 

Pyridinolines : 71, 80, 83. 

Pyruvate : 152. 


Rachitisme : 88, 91, 244. 

Radio-immunologie : 229. 

Rapport PSA libre/PSA total : 209. 

Reaction : 
de Hay : 295. 
de Jaffe : 279. 

Recepteur 

a apo B/E : 165. 
de la transferrine : 103. 
membranaire de l'insuline : 140. 
« scavenger » : 167. 
soluble de la transferrine : 103. 

« tyrosine kinase » : 140. 

Reglisse : 56. 

Regulation de la glycemie : 136. 

Rein: 72, 314. 

Remnants : 165. 

Remodelage osseux : 69. 

Renine-angiotensime : 314. 

Repetabilite : 322. 

Reproductibilite : 322. 

Resorption : 68. 

Respiration de Kussmaul : 52. 

Restriction hydrique : 311. 

Retention biliaire : 264. 

Retinol binding protein : 220. 

Ropheocytose: 101 . 


Sarcoi'dose : 87. 
Saturation en 0 2 . 




Sideremie : 106. 

Sideroblastes : 114. 

Simvastatine : 185. 

Sodium : 15. 

Spasmophilie : 122. 

Spectrophotometrie d'absorption ato- 
mique : 94, 121. 

Spina bifida : 208. 

Sprue : 127. 

Statines : 185. 

Stries de Looser Milkman : 91. 
Superoxyde dismutase : 126. 

Surcharges en fer : 112. 

Syndrome : 127. 
de Cushing : 196. 
de Franc oni : 91. 
lymphoproliferatif : 203. 
nephrotique : 17, 182, 200, 223 
X: 182. 

Synthese des proteines : 190. 

Systeme 

renine-angiotensine : 314. 
reticulohistiocytaire : 101 . 

tampon : 32, 35, 36. 


Transaminase : 262, 297, 300. 
glutamo-oxaloacetique : 247. 
glutamo-pyruvique : 248. 

Transcortine : 199. 

Transferrine : 101, 102, 107, 116, 198. 
desialysee : 109. 

Triglyceride lipase hepatique : 166 . 

Triglycerides : 161, 164. 

Troponines: 211,262. 

Trou anionique : 51. 

Tryptophane : 188. 

Tuberculose : 258, 271. 

Tubule : 310. 

Tubulopathies : 291. 

Tumeur : 86, 244 
du col: 271. 
testiculaire : 209. 

Turbidimetrie : 227. 


Ulceres : 256 .' 

Unite internationale : 236, 239. 
Uree : 14, 15, 267, 305. 
Ureogenese hepatique : 194. 


Tabagisme: 161 . 

Taux 

de prothrombine : 297. 

maximum de reabsorption du glucose : 

143. 

Telopeptides : 70, 80, 83. 

Temps de Quick : 297, 299. 

Test de PAK : 85. 



Valine : 188. 
Vitamines : 188. 
C: 102. 

D : 75, 87, 90. 
D3 : 63, 84, 88. 
VLDL : 162, 165. 
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Biochimie Clinique 

l a medecine s’appuie de plus cn plus sur les examnis para- 
cliniques d'image-tie et de biologic mitltidisciplinairc. la- mede- 
cin prescripteur doit done interpreter les icsultats des dosages 
biochimiques transinis par le laboratoirc fit biologic medicale 
en ionction des autres donnees recueillies aupres du patient. 

I.es connaissances elementaires tie biochimie, de semeiologie 
ct tie chimie anahtique rassemblees dans to dassique stmt neces- 
saires non settlement attx mededns on attx pharmadens biolo- 
gistes, mais aussi attx techniciens ties laboratoircs pratiquant 
ces analyses, ainsi qu’aux mededns cn exerciee t»u en formation. 

Biochimie (iniu/iu se localise volontairement sur ties sujets das- 
sit|ites el tit s problemes tie pratique quotidienne. ('.haque cha- 
pitre etudie les notions physiologiques elementaires. les moyens 
d exploration. les applications pathologiques usuelles el 1‘ap- 
proche ledtnologique. 

Pierre Y r aldiguie est professeur de biochimie medicale 
a la faCulte tie medecine de Toulouse-Rangueil (university Pattl- 
Sabatier). Vledecin bit»logiste des hdpitaux tie Toulouse, il dirige 
lc service tie biochimie de I'hopital universitaire de Rangueil. 
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